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Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae) é um roedor 
semiaquático que ocorre em florestas Neotropicais do leste da América do Sul. 
Baixos níveis de fluxo gênico e forte estruturação genética eram esperados 
entre as populações desta espécie, devido à sua estreita associação com os 
ambientes aquáticos e sua pequena área de uso (home range). Estudos 
publicados, no entanto, mostraram o oposto: uma grande homogeneidade 
genética em populações desta espécie. O objetivo desse trabalho foi investigar 
por que N. squamipes tem essa homogeneidade considerando os papéis do 
fluxo gênico, da hidrografia e das oscilações climáticas do Pleistoceno na 
estruturação genética de suas populações. A partir de 167 amostras de tecidos 
de N. squamipes foram sequenciados dois marcadores mitocondriais: 
Citocromo b (Cit b) e D-loop. Com base em 108 localidades de ocorrência e em 
modelagem ecológica de nicho, foram inferidos mapas de adequabilidade 
ambiental utilizando camadas ambientais do presente e do passado. Dados 
genéticos mostraram uma estruturação genética fraca e coerente com a 
hidrografia. Foram detectadas poucas diferenças nas áreas de adequabilidade 
ambiental no último máximo glacial, há 21 mil anos, quando comparadas às 
áreas do presente, mas grandes alterações no último período interglacial, há 
cerca de 130 mil anos. A combinação de resultados genéticos e ecológicos 
permitiu a reconstrução de rotas de fluxo gênico com base em conexões entre 
as regiões hidrográficas da Mata Atlântica. A estrutura genética atual em 
Nectomys squamipes resulta da combinação de fluxo gênico dentro e entre 
bacias, e das contrações e expansões populacionais recorrentes durante as 
oscilações climáticas do Quaternário. 
 
Palavras-chaves: Sigmodontinae, Mata Atlântica, genética de paisagem, 





Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae) is a semiaquatic rodent 
that occurs in Neotropical forests of eastern South America. Low levels of gene 
flow and strong genetic structure were expected among populations of this 
species due to its close association with aquatic environments and its small 
home range. Published studies, however, showed the opposite—a strong 
genetic homogeneity in populations of this species. The aim of the present 
study was to investigate why N. squamipes shows this genetic homogeneity, 
considering the roles of gene flow, hydrography and Pleistocene climatic 
oscillations. Using 167 tissue samples of N. squamipes from eastern Brazil, I 
sequenced two mitochondrial markers: cytochrome b (Cyt b) and D-loop. Based 
on 108 localities and ecological niche modeling, I inferred environmental 
suitability maps using climatic envelopes of the present and the past. Molecular 
results showed a shallow genetic structure that is consistent with hydrography. I 
found few differences in environmental suitability when comparing the Last 
Glacial Maximum (21,000 years ago) to the present, but major changes when 
compared to the Last Interglacial period (130,000 years ago). The combination 
of genetic and ecological results allowed the reconstruction of gene flow routes 
based on watershed connections among Atlantic Forest rivers. The current 
genetic structure in Nectomys squamipes results from the combination of gene 
flow within and among basins, and recurrent population contractions and 
expansions during the Quaternary climatic oscillations. 
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Pequenos mamíferos não-voadores geralmente apresentam uma alta 
estruturação genética por causa de sua dispersão limitada (Koenig et al. 1996; 
Patton et al. 1996). A capacidade de dispersão determina o padrão 
filogeográfico, mas outros fatores comportamentais como filopatria podem 
influenciar na capacidade de dispersão (Ditchfield 2000). Dessa forma, é 
essencial entender a história natural de uma espécie para interpretar 
corretamente seu padrão filogeográfico (Martins e Domingues 2011). 
O campo da filogeografia é relativamente novo e busca os padrões 
geográficos da diversidade genética dentro de cada espécie com base na 
geologia e no clima do passado e do presente a fim de compreender melhor a 
distribuição dos organismos no espaço e no tempo (Avise et al. 1987). O 
objetivo nas avaliações filogeográficas é a utilização de árvores de genes para 
inferir as forças históricas e contemporâneas que produziram a atual 
arquitetura genealógica de populações e espécies estreitamente relacionadas 
(Avise 2009). 
Uma ferramenta frequentemente usada em trabalhos recentes de 
filogeografia é a modelagem de nicho ecológico. Apesar de ser amplamente 
usada em trabalhos de ecologia, evolução e biogeografia (Giannini et al. 2012), 
há várias críticas ao seu uso (Araújo e Guisan 2006). Duas dessas críticas são 
referentes ao conceito de nicho ecológico usado e a transferibilidade do modelo 
baseada na ideia do conservadorismo do nicho ecológico. De acordo com o 
conceito de nicho ecológico utilizado, a interpretação dos resultados da 
modelagem pode ser diferente. Por exemplo, muitos trabalhos levam em 
consideração a definição de nicho de Hutchinson (1957), onde foi criado o 
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conceito de nicho ecológico fundamental, ou seja, aquele que a espécie pode 
ocupar, e o de nicho ecológico efetivo, que é aquele que a espécie realmente 
ocupa, devido às barreiras para dispersão ou interações ecológicas 
desfavoráveis (Araújo e Guisan 2006). Alguns autores citam que os modelos de 
nicho proporcionam uma aproximação ao nicho fundamental da espécie 
(Soberón e Peterson 2005) enquanto outros defendem que a modelagem seja 
a representação espacial do nicho efetivo (Guisan e Zimmermann 2000; 
Pearson e Dawson 2003). Baseados no conceito de nicho de Elton (1927), 
alguns autores defendem que, na ausência de dados sobre interações 
biológicas e com apenas dados climáticos, a representação da modelagem não 
seria de um nicho ecológico (Soberón 2007). Neste caso, as áreas indicadas 
na modelagem seriam de distribuição potencial ou preditiva (Jiménez-Valverde 
et al. 2008; Giannini et al. 2012), ou ainda de hábitat e locais satisfatórios para 
a ocorrência de espécie (Phillips 2008), baseado no conceito de nicho de 
Grinnell (1917). 
Conservadorismo de nicho ecológico ou climático é definido como a 
tendência de uma espécie reter ou permanecer com seu nicho ecológico sem 
modificações por uma escala de tempo evolutivo (Wiens e Graham 2005). Isto 
significaria dizer que populações atuais têm o mesmo nicho ecológico que suas 
populações ancestrais. Essa ideia é uma condição básica para a 
paleomodelagem e para a modelagem de espécies invasoras ou exóticas, onde 
a transferibilidade temporal e espacial do modelo só poderia acontecer se o 
nicho ecológico da espécie (requisitos para a sobrevivência) fosse conservado 
no tempo (projeção no passado) e no espaço (projeção na área invadida). 
Diferentes características ecológicas possuem diferentes graus de 
12 
 
conservadorismo dentro do mesmo grupo de espécies (Freckleton et al. 2002). 
De maneira geral, o conservadorismo de nicho é coerente com os padrões de 
distribuição de aves (Hawkins et al. 2006), de anfíbios e mamíferos (Olalla-
Tárraga et al. 2011) e não compromete a explicação de processos de 
especiação alopátrica (Kozak e Wiens 2006; Soberón e Nakamura 2009). 
Peterson (2011) concluiu que o nicho ecológico consegue manter-se 
conservado por escalas de tempo consideráveis. Dessa forma, escalas curtas 
de tempo, como apresentada pela paleomodelagem (entre 6 mil e 140 mil 
anos), não seriam empecilhos para invocar o conservadorismo de nicho. 
Mesmo que o nicho tenha mudado nesse intervalo de tempo, ele teria mudado 
muito pouco se comparado com períodos mais antigos, causando poucos 
problemas para a esse tipo de análise (Svenning 2011). 
A modelagem para espécies aquáticas e semiaquáticas é mais 
complicada do que para as espécies terrestres, pois há outras variáveis 
importantes como a disponibilidade de água, qualidade da vegetação ripária, 
que ficam de fora do modelo quando se utilizam só variáveis climáticas 
(Ottaviani et al. 2009). Dessa forma, surgiram várias sugestões e exemplos de 
modelagem para espécies de vertebrados semiaquáticos (Barbosa et al. 2003; 
2009; Ottaviani et al. 2009). Contudo dados recentes indicam que apenas a 
modelagem com as variáveis climáticas clássicas de temperatura e 
precipitação podem ser suficiente para recuperar a história passada de 
pequenos mamíferos semiaquáticos (Igea et al. 2013). 
Dentro da tribo de roedores neotropicais Oryzomyini da subfamília 
Sigmodintinae, o roedor Nectomys squamipes (Brants 1827) é o maior e mais 
adaptado para vida semiaquática (Ernest e Mares 1986). Ele é conhecido como 
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rato d’água e é encontrado em áreas alagadas, próximas a cursos d’água e 
terras úmidas, não estando presente nas áreas mais secas das florestas 
(Hershkovitz 1944; Ernest e Mares 1986). Nectomys squamipes vive ao longo 
dos cursos dos rios e tem uma distribuição geográfica ampla, que abrange 
desde o estado de Pernambuco até o norte do Rio Grande do Sul, na costa e 
no interior do Brasil, alcançando também áreas de Mata Atlântica da Argentina 
e do Paraguai (Musser e Carleton 2005; Bonvicino et al. 2008). Eles estão 
presentes em áreas da Mata Atlântica e do Cerrado (Paglia et al. 2012), 
contemplando as bacias dos rios do leste do Brasil e as bacias dos rios São 
Francisco, Paraíba do Sul e Paraná (Bonvicino et al. 2008). 
Dados ecológicos têm demonstrado que N. squamipes possui pequena 
área de uso (home range), entre 0,3 e 1,6 hectare (Ernest e Mares 1986; 
Almeida et al. 2005), sendo a maior distância registrada entre o local de 
captura e o curso de um rio cerca de 450 m (Ernest e Mares 1986). Seus 
deslocamentos ocorrem pelas margens dos rios, sendo raramente superiores a 
20 m de distância das margens (Almeida et al. 2000; Lima 2009). O rato d’água 
possui uma dieta generalista e pode estar presente em áreas urbanas (Gentile 
et al. 2000). O estudo do padrão de dispersão e de deslocamentos de N. 
squamipes é importante, pois essa espécie é um dos principais reservatórios 
naturais do platelminto Schistosoma mansoni, causador da esquistossomose 
(Maldonado et al. 1994; D’Andrea et al. 2002). Alguns autores recomendam 
uso desse rato como indicador de possíveis áreas de ocorrência para S. 
mansoni (D’Andrea et al. 2000). 
Considerando a fidelidade de hábitat, pequena área de uso e baixa 
capacidade de deslocamento de N. squamipes, era esperado que houvesse 
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uma grande estruturação genética entre as suas populações, baseada nos 
padrões hidrográficos (Igea et al. 2013). Contudo, dos três trabalhos publicados 
com variação nucleotídica de N. squamipes, apenas um mostrou uma 
estruturação genética relevante (Maroja et al. 2003). Os outros dois trabalhos, 
com amostras maiores e mais localidades, mostraram grande homogeneidade 
genética entre as populações (Almeida et al. 2000; Almeida et al. 2005). 
Utilizando dois tipos de marcadores genéticos, RAPD (Almeida et al. 2000) e 
microssatélites (Maroja et al. 2003; Almeida et al. 2005), os autores 
encontraram uma diversidade alélica grande que era compartilhada por quase 
todas as populações. Essa homogeneidade em populações de bacias 
hidrográficas diferentes poderia indicar, segundo os autores, que apesar de ser 
semiaquático, N. squamipes não tem a diversidade genética determinada pela 
hidrografia. Almeida et al. (2000; 2005) levantaram três hipóteses para explicar 
esse padrão: processos recorrentes de extinções locais e recolonização, 
expansão populacional recente ou a presença de fluxo gênico maior em N. 






Analisar se a hidrografia determina a distribuição geográfica da 
diversidade genética em Nectomys squamipes. 
 
Objetivos Específicos 
i. Mapear a diversidade genética e datar as divergências entre os 
demes identificados; 
ii. Inferir as áreas de adequabilidade ambiental de N. squamipes no 
presente e no passado; 
iii. Inferir o fluxo gênico entre os demes identificados e as bacias 
hidrográficas, além de identificar potenciais rotas de fluxo gênico 
entre elas; 





Materiais e Métodos 
Dados genéticos: Foram utilizadas 167 amostras de tecidos de Nectomys 
squamipes conservados em etanol provenientes de 50 localidades distribuídas 
por toda área de ocorrência da espécie (Fig. 1; Anexo 1). Esses tecidos foram 
fornecidos por pesquisadores e por coleções e três sequências foram 
adquiridas na plataforma online GenBank (Benson et al. 2004). 
As amostras de tecido foram submetidas ao protocolo de extração de 
DNA total com sal (SDS/NaCl/Proteinase K) descrito por Bruford et al. (1992) e 
os produtos foram quantificados no espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 
Fisher Scientific Inc.). As amostras foram diluídas para 50 ng/µL, quando 
necessário, para não comprometer as etapas seguintes. 
Dois marcadores genéticos foram usados: o gene mitocondrial citocromo 
b (Cit b) e parte da região controle do DNA mitocondrial (D-loop). Foram 
amplificados 801 pares de base do Cit b e 425 pares de base do D-loop através 
da clonagem in vitro pela reação em cadeia da polimerase (PCR) em 
termociclador. Utilizou-se os iniciadores MVZ05 e MVZ16, desenvolvidos por 
Smith e Patton (1993) para o Cit b e os iniciadores L0 (Douzery e Randi 1997) 
e E3 (Huchon et al. 1999) para o D-loop. Os perfis das amplificações para os 
dois marcadores estão sumarizados no Anexo 2. 
Os produtos amplificados foram purificados com a enzima ExoSAP (GE 
Healthcare Life Sciences) e em seguida foram sequenciados utilizando o kit Big 
Dye 3.1 (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation). As sequências 




O alinhamento das sequências foi feito no ClustalW de Larkin et al. 
(2007), implementado no software Geneious 6.1 (Biomatters). As sequências 
de DNA alinhadas foram utilizadas para a obtenção de cladogramas através 
dos algoritmos da máxima parcimônia (MP) no programa MEGA 5.2 (Tamura et 
al. 2011), da inferência bayesiana (IB) no programa Mr. Bayes 3.2.2 (Ronquist 
et al. 2012) e da máxima verossimilhança (MV) no programa Garli 2.0 (Zwickl 
2006) e na plataforma online PhyML 3.0 de Guindon e Gascuel (2003). Foi 
selecionado o melhor modelo de substituição de nucleotídeos para as análises 
no programa jModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012) e a saturação das 
sequênciasdo Cit b foi verificada no programa DAMBE 5 (Xia 2013). Foram 
avaliadas três árvores para cada algoritmo, uma para o Cit b e outra para o D-
loop utilizando os haplótipos das sequências e uma com os dados 
concatenados (Cit b + D-loop), usando os indivíduos como táxons terminais. O 
suporte dos clados nas árvores de MP e MV foi avaliado a partir do análise de 
bootstrap com 100 replicações e foram considerados valores de bootstrap 
acima de 70% na MP e na MV. Na IB, valores de probabilidade posterior acima 
de 95% foram considerados significativos. As árvores de IB percorreram 
números de gerações diferentes, para o Cit b a análise percorreu 1 x 106, para 
o D-loop 1,5 x 106, e para os dados concatenados 1,5 x 107 gerações. Como 
grupos externos foram utilizados Nectomys rattus, Nectomys apicalis, 
Hylaemys laticeps, Euryoryzomys russatus e Oligoryzomys nigripes e as 
distâncias genéticas dentro e entre os clados foram calculadas no MEGA 5.2 
(Tamura et al. 2011) utilizando o modelo de Kimura-2-parâmetros (K2P). 
Visando avaliar a estrutura genética das populações, bem como o 
compartilhamento de haplótipos, foram construídas redes de haplótipos no 
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software Network 4.6 (Bandelt et al. 1999) usando a ferramenta Median-joining. 
O teste de Mantel foi realizado no programa Past 2.14 (Hammer et al. 2001) 
para verificar a existência de correlação entre as distâncias genéticas e as 
distâncias geográficas. A matriz de distância geográfica par-a-par usada no 
teste de Mantel foi criada no programa Geographic Distance Matrix Generator 
1.2.3 (Ersts 2013). 
As populações foram definidas a partir das regiões hidrográficas onde as 
amostras foram coletadas. A definição e os limites das diversas regiões 
seguiram a classificação da Agência Nacional de Águas (ANA) através das 
ferramentas HidroWeb (http://hidroweb.ana.gov.br/) e GeoNetwork 
(http://metadados.ana.gov.br/geonetwork/srv/pt/main.home) (Fig. 2). As 
divergências genéticas dentro e entre as regiões hidrográficas foram calculadas 
no programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) utilizando o modelo de Kimura-2-
parâmetros (K2P) para verificar as similaridades genéticas entre elas. 
Testes de neutralidade (D de Tajima; R2; Fs de Fu), de diversidade 
genética (AMOVA), de fluxo gênico (Fst) e de tamanho populacional 
(distribuição mismatch) foram feitos no programa DnaSP 5.10 (Librado e Rozas 
2009) e no Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010) para avaliar a dinâmica 
populacional da espécie. 
O programa Beast 2.0.2 (Drummond et al. 2007) foi usado para datar as 
divergências entre os clados de N. squamipes. Os haplótipos de Cit b foram 
utilizados e percorreram 500 milhões de gerações usando o relógio relaxado 
log-normal. Quatro pontos de calibração foram definidos seguindo Palma et al. 
(2010) e Machado et al. (2014): a divergência entre os gêneros Pseudoryzomys 
e Holochilus em 2,58 milhões de anos atrás (m.a.a.) e intervalo de 0,43 a 5,38; 
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Amphinectomys e Nectomys em 2,15 m.a.a. e intervalo de 0,34 a 4,55; 
Cerradomys e Sooretamys em 2,35 m.a.a. e intervalo de 0,42 a 5,02; e a 
divergência entre as espécies Oligoryzomys nigripes, O. flavencens e O. 
chacoensis em 3,71 m.a.a. com desvio-padrão de ±0,035. Um gráfico da 
dinâmica populacional de N. squamipes foi construído também no Beast 2.0.2 
por meio da ferramenta Bayesian Skyline Plot (BSP), percorrendo 10 milhões 
de gerações e usando também o relógio relaxado log-normal e a taxa de 
mutação encontrada na datação dos clados. 
 
Dados de adequabilidade ambiental: Baseado nas ideias de nicho 
ecológico de Grinnell (1917) e no trabalho de Phillips (2008), foram usadas 
técnicas de modelagem para criar um mapa de adequabilidade ambiental para 
Nectomys squamipes. Para a obtenção desse mapa, foi criado um banco de 
dados com 439 localidades georreferenciadas com base em dados de museus, 
artigos científicos, teses e dissertações. Os dados de museus foram obtidosa 
partir das plataformas online speciesLink (http://splink.cria.org.br/), Global 
Biodiversity Information Facility  (GBIF – http://www.gbif.org) e Mammal 
Networked Information System (MaNIS – http://manisnet.org/) ou pedidos por e-
mail para alguns curadores. Os pontos de ocorrência foram triados e dados 
com datas de coletas anteriores ao ano da última revisão taxonômica do 
gênero (Bonvicino 1994) foram descartados. Além disso, foram utilizados 
apenas dados com localidades específicas, isto é, localidades 
georreferenciadas com base na sede do município também foram descartadas. 
A localização dos pontos de ocorrência foi verificada por meio do Google 
Mapas (http://maps.google.com.br), do software Google Earth 7.0 
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(http://earth.google.com) e de ferramentas do speciesLink (geoLoc e infoXY). 
No total, foram utilizados 108 pontos de ocorrência espalhados pela Mata 
Atlântica para a construção dos mapas de adequabilidade (Fig. 3; Anexo 3). 
As camadas de dados ambientais contemplaram as regiões hidrográficas 
da Mata Atlântica onde há registro de N. squamipes (Paraná, Atlântico Sul, 
Atlântico Sudeste, Atlântico Leste e São Francisco) e representaram a 
topografia, o clima e a hidrografia da região. As variáveis de clima foram 
obtidas a partir do WorldClim (Hijmans et al. 2005; http://www.worldclim.org/) e 
os dados de topografia e de hidrografia a partir do projeto  Hydro1k do United 
States Geological Survey (http://eros.usgs.gov/) (Anexo 4). 
 Foram rejeitadas as variáveis ambientais correlacionadas indicadas por 
uma análise de componente principal (PCA) e pelo teste de Mantel, usando o 
programa Past 2.14 (Hammer et al. 2001) e a plataforma R 3.0.1 (R-
Development CoreTeam 2011) respectivamente. 
O algoritmo escolhido para a modelagem foi o de máxima entropia, no 
programa MaxEnt 3.3.3 (Phillips et al. 2006). Foram criados dois modelos de 
adequabilidade, o modelo restrito utilizando apenas as variáveis climáticas do 
WorldClim e o modelo amplo usando as variáveis climáticas, topográficas e 
hidrográficas para avaliar a influência dos dados hidrográficos e topográficos 
para a modelagem de uma espécie semiaquática. Para a validação dos 
modelos foi calculada a área sob a curva (AUC) e os valores de sensibilidade, 
especificidade, acurácia, TSS (True Skill Statistc), taxa de erro, de acerto, de 
omissão e de sobrevisão foram calculados a partir da matriz de confusão de 
cada modelo. Na avaliação da acurácia do modelo gerado, empregou-se a 
estatística de probabilidade binomial para determinar se a capacidade do 
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modelo em acertar é diferente do acaso. Além disso, as condições ambientais 
adequadas para N. squamipes no presente, adquiridas no modelo só com 
dados climáticos, foram projetadas em camadas do passado, criando mapas de 
adequabilidade para o último máximo glacial (LGM) há 21 mil anos atrás e para 
o último interglacial (LIG) entre 120-140 mil anos atrás. As camadas das 
variáveis climáticas para o passado também estão disponíveis no site 
WorldClim (http://www.worldclim.org/). Os mapas adquiridos foram comparados 
à árvore filogenética para avaliar se alguma diferença aparente na 
adequabilidade ambiental poderia explicar as diferenças entre as linhagens 
obtidas. 
 
Dados de genética de paisagem: Redes de haplótipos para Cit b e D-loop 
e o mapa de adequabilidade ambiental do presente foram usados para criação 
de rotas de fluxo gênico entre as localidades de coleta para demonstrar 
possíveis rotas de migração em N. squamipes. O mapa de adequabilidade 
atual utilizado para essa etapa foi o do modelo restrito. Ele foi convertido para 
uma camada de custo de dispersão invertendo-se os valores de 
adequabilidade do modelo. Em outras palavras, a probabilidade elevada de 
ocorrência de N. squamipes em uma determinada área do modelo significa 
dizer que por essa região o custo de dispersão é baixo, ao passo que as 
regiões com baixa ou nenhuma probabilidade de ocorrência têm custos de 
dispersão elevados (Chan et al. 2011). 
As localidades que compartilhavam haplótipos foram conectadas por rotas 
de baixo custo (LCP - Low Cost Path) utilizando como camada de atrito o mapa 
de custo de dispersão e seguindo as instruções de Chan et al. (2011). Esse 
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processo também foi repetido entre as localidades que tinham um passo 
mutacional de distância, e as que tinham dois passos mutacionais. Todas as 
rotas foram somadas e um mapa de conectividade populacional foi criado para 
cada um dos dois marcadores genéticos. Foi dado peso 1,0 para as rotas que 
compartilhavam haplótipos, peso 0,5 para as rotas que tinham diferença de um 
passo mutacional e 0,25 para as que tinham dois passos mutacionais. O 
programa utilizado para as análises foi o ArcGIS 10.1 (ESRI 2011). 
As rotas de fluxo gênico geradas foram usadas para identificar possíveis 
caminhos para a troca genética entre populações e formular hipóteses sobre a 
conectividade das populações além de identificar possíveis barreiras à 





Sequências de DNA: Das 167 amostras iniciais, foram obtidas 88 
sequências de Cit b e 154 sequências de D-loop, sendo que em 81 amostras 
foram obtidas sequências para os dois marcadores. O Cit b mostrou pouca 
saturação nas sequências, sem perda do sinal filogenético (p<0,01 e Iss<Iss.c). 
O melhor modelo de evolução para as sequências foi o HKY +I +G. As árvores 
com melhor resolução e suporte foram as do Citb (Fig. 4) independente do 
algoritmo. Já árvores de D-loop formaram uma politomia basal e as dos dados 
concatenados recuperaram alguns clados, mas sem suporte estatístico (Anexo 
5-13). Nectomys squamipes foi monofilético na MP (exceto no D-loop) e em 
politomia com as demais espécies do gênero na MV e na IB. Além disso, N. 
squamipes está estruturado em três clados, nomeados aqui como Atlântico 
Leste, Atlântico Sudeste e Atlântico Sul, em referência às regiões hidrográficas 
(Fig. 5). As amostras das bacias dos rios São Francisco e Paraná ficaram 
espalhadas pelos três clados (Fig. 5). O clado Atlântico Leste foi o único 
recuperado monofilético e com alto suporte estatístico na IB (Cit b, D-loop e 
concatenada), na MP (Cit b e concatenada) e na MV (Cit b, concatenada). O 
único subclado identificável dentro dos três clados foi o do Parque Nacional do 
Caparaó, que estava presente com alto suporte estatístico na MP (Cit b) e com 
baixo suporte na IB (Cit b, D-loop e Concatenada) e na MV (Cit b), inserindo-se 
dentro do Clado Atlântico Sudeste. Esse subclado é formado por amostras de 
Ibitirama, no Espírito Santo e de Barbacena, Ouro Preto e Marliéria em Minas 
Gerais. Amostras do litoral de São Paulo, que hidrograficamente pertencem à 
região do Atlântico Sudeste, filogeneticamente se associaram ao Clado Sul 
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(Fig. 5). Isso indica uma quebra filogeográfica na região da Serra da Bocaina, 
divisa entre os estados de São Paulo e Rio de Janeiro. 
As redes de haplótipos também recuperaram os três clados de N. 
squamipes e o subclado do Parque Nacional do Caparaó dentro do Clado 
Atlântico Sudeste para os dois marcadores genéticos (Fig. 6 e 7). As amostras 
da região hidrográfica do São Francisco e do Paraná ficaram espalhadas pelos 
três agrupamentos no D-loop e por dois agrupamentos no Cit b. Além do mais, 
as redes de haplótipos mostraram que há poucos passos mutacionais entre os 
agrupamentos, indicando baixa divergência genética dentro de N. squamipes. 
As divergências genéticas foram pequenas, tanto dentro quanto entre as 
espécies de Nectomys, os clados de N. squamipes (Tabela 1) e as regiões 
hidrográficas onde essa espécie ocorre (Tabela 2). N. squamipes possui uma 
divergência intraespecífica baixa (1,2% no Cit b; 2,7% no D-loop) e N. apicalis 
é mais distante geneticamente de N. squamipes (6,9% no Cit b) do que N. 
rattus (3,1% no Cit b; 9,1% no D-loop). Os três clados de N. squamipes 
também apresentam baixas distâncias genéticas, com pouca variação dentro 
deles (0,6-1,1% no Cit b; 1,75-1,85% no D-loop) e entre eles (1,9-2,2% no Cit 
b; 4,0-4,9% no D-loop). Já as distâncias genéticas entre as regiões 
hidrográficas mostraram que a região do São Francisco possui a maior 
diversidade intrarregional (1,4% no Citb; 4,0% no D-loop) do que as demais 
(0,5-1,1% no Cit b; 0,5-2,3% no D-loop). Além disso, os dados apontam que a 
maior distância genética entre as regiões hidrográficas ocorre entre a região do 
Atlântico Sul e a do Atlântico Sudeste, que são vizinhas (1,9% no Cit b; 4,7% 
no D-loop), enquanto a menor distância no D-loop é também entre regiões 
vizinhas: Atlântico Leste e Atlântico Sudeste (1,7%). No Cit b, a menor 
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distância é entre regiões mais distantes: Paraguai e Atlântico Sul (0,9%). O 
teste de Mantel não mostrou correlação entre a distância genética e geográfica 
(Cit b p=0,99; D-loop p=0,99) e os gráficos de distribuição mismatch 
apresentaram uma distribuição bimodal (Fig. 8).  
Não foram encontrados valores significativos para a maioria dos testes de 
neutralidade (Tabela 3). Valores significativos e negativos de Fs de Fu foram 
encontrados nos dois marcadores para o clado Atlântico Sudeste e para a 
região hidrográfica do Atlântico Sudeste no Cit b. Além deles, o D de Tajima e o 
índice R2 no Cit b para a região do Atlântico Sudeste e para o Clado Atlântico 
Sudeste no Cit b também foram significativos, sendo o valor de D negativo e de 
R2 positivo e próximo de zero, indicando expansões populacionais. 
Os valores de Fst entre as regiões hidrográficas, que pode ser usado para 
medir o fluxo gênico, mostraram fortes trocas genéticas entre as regiões do 
São Francisco e do Paraná (0,16) no D-loop e entre o Atlântico Leste e o 
Atlântico Sudeste (0,23) no Cit b (Tabela 4). Trocas genéticas mais raras 
ocorreram entre a entre as regiões do Atlântico Sudeste e do Atlântico Sul 
(0,74 no Cit b e 0,62 no D-loop). Os índices de fixação da AMOVA foram todos 
significativos e com valores altos (Tabela 5). A maior parte da variação 
molecular ocorre dentro da mesma região hidrográfica entre localidades 
diferentes (56,3% no Cit b; 50,9% no D-loop). 
Datação pelo relógio molecular mostrou que o gênero Nectomys surgiu no 
Pleistoceno entre 1,8 – 0,168 milhão de anos atrás, e que N. squamipes 
divergiu entre 1,16 – 0,16 milhão de anos atrás (Fig. 9). Os três clados 
encontrados em N. squamipes surgiram entre 935 mil e 82 mil anos atrás 
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(Anexo 14). A taxa de mutação encontrada para Nectomys squamipes foi de 
0,024 mutações/sítio/milhão de anos. 
O gráfico da dinâmica populacional do Bayesian Skyline Plot (BSP) 
mostrou que nos intervalos entre 250-200 mil e 50-10 mil anos atrás, a 
população de N. squamipes permaneceu praticamente estável (Fig. 10). A 
população começou a crescer mais rapidamente no período entre 200 mil e 50 
mil anos atrás, com crescimento mais elevado entre 100 mil e 50 mil anos 
atrás. Nos últimos 10 mil anos, o tamanho populacional médio de N. squamipes 
declinou (Fig. 10). 
 
Adequabilidade ambiental: Nos modelos do presente, foram selecionadas 
seis variáveis (Anexos 15, 16 e 17) para construção do modelo restrito (só com 
os dados climáticos) e três variáveis para o modelo amplo (variáveis climáticas 
+ topográficas + hidrográficas). O valor de AUC (área sob a curva) encontrado 
no modelo restrito foi maior (0,858 e desvio-padrão de ±0,057) do que o 
encontrado no modelo amplo (0,796 e desvio-padrão de ±0,076). 
Foi utilizado o limite de corte mínimo para criação dos modelos (valor 
gerado pelo MaxEnt): 0,018 para o modelo restrito e 0,082 para o modelo 
amplo. A sazonalidade da temperatura (Bio 4) foi a variável que mais contribuiu 
nos dois modelos (Anexo 18). A matriz de confusão foi criada para os dois 
modelos (Anexo 19) e os índices calculados para a validação dos modelos 
mostraram que o modelo restrito possuía melhor previsão de adequabilidade 
ambiental (Anexo 20). 
O mapa de adequabilidade ambiental gerado pelo modelo restrito 
demonstrou áreas impróprias para a ocorrência de N. squamipes na Caatinga 
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(exceto em enclaves de florestas úmidas, também conhecidos como “brejos” de 
altitude, como ocorre na Chapada da Diamantina), no sul de São Paulo e na 
região sul do Brasil, além da Serra do Mar entre São Paulo e Rio de Janeiro 
(Fig. 11A). Entre a região hidrográfica do Rio Paraná e as demais, existe 
apenas uma possibilidade de contato: pelo Rio Grande, na divisa entre os 
estados de São Paulo e Minas Gerais. O modelo amplo apresentou mais áreas 
com boa adequabilidade, especialmente no oeste e norte de Minas Gerais e 
em Goiás. Áreas da Caatinga (exceto os “brejos” de altitude) e sul do Brasil, 
assim como no modelo restrito, apresentaram baixa adequabilidade (Fig. 11B). 
O mapa de adequabilidade ambiental para o LGM há 21 mil anos atrás 
indica praticamente as mesmas áreas adequadas para N. squamipes (Fig. 
11C), quando comparado ao mapa da adequabilidade atual (Fig. 11A). De 21 
mil anos para o presente há uma pequena redução na área de alta 
adequabilidade, especialmente no interior e litoral norte da Bahia, Goiás e na 
região do triângulo mineiro. Já o mapa de 120-140 mil anos atrás (Fig. 11D), 
apresentou uma redução nas áreas adequadas e um deslocamento das 
mesmas para o sul, quando comparado com o presente e com 21 mil anos 
atrás. Nesse mapa, três áreas mais adequadas são evidentes: a mais extensa 
no sul do Brasil, uma menor ao longo do litoral da Bahia e a última, menos 
extensa, mais fragmentada e menos adequada que as outras duas, entre o Rio 
de Janeiro e o Espírito Santo (Fig. 11D). 
 
Genética de paisagem: O modelo restrito de adequabilidade ambiental foi 
utilizado como mapa de custo de dispersão, pois ele obteve os melhores 
índices na etapa de validação (Anexo 20). Várias rotas de fluxo gênico foram 
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encontradas com os dados de Cit b, que mostram fluxo entre regiões 
hidrográficas distintas, e de D-loop, onde a maioria das rotas são dentro da 
mesma região hidrográfica (Fig. 12; Anexos 21 e 22). Apesar do mapa de custo 
de dispersão ter sido criado apenas com as variáveis climáticas, as rotas 
criadas a partir dele foram coincidentes com alguns dos principais rios (Fig. 13). 
Quando os mapas foram concatenados, foram identificadas quatro rotas 
principais entre as regiões hidrográficas (Fig. 13). Uma pelo litoral do Rio de 
Janeiro, Espírito Santo e Bahia, ligando as regiões do Atlântico Leste e 
Atlântico Sudeste. A segunda rota é pelo Rio Doce e seus tributários, ligando a 
região do Atlântico Sudeste às demais regiões. A terceira rota é pelo Rio 
Jequitinhonha e seus tributários, ligando a região do Atlântico Leste às bacias 
do Atlântico Sudeste e do São Francisco. A quarta rota é pelo Rio Preto, na 
divisa do Rio de Janeiro e Minas Gerais, que mantém contato com a sub-bacia 
do Rio Grande que pertence à região do Paraná, que por sua vez faz contato 





Filogeografia e dinâmica populacional: Em geral, a capacidade de 
dispersão de uma espécie está relacionada à sua tolerância às variações 
climáticas, ao seu tamanho corporal e aos fatores comportamentais, como a 
filopatria (Indorf 2010; Lyons et al. 2010; Martins e Domingues 2011). 
Nectomys squamipes possui pouca capacidade de dispersão por causa de seu 
pequeno tamanho corporal e pela sua dependência da água (Ernest e Mares 
1986; Galliez e Fernandez 2012). Desta forma, era de se esperar uma forte 
estruturação genética coerente com a hidrografia, já que as barreiras para 
dispersão de organismos associados a ambientes aquáticos são mais 
numerosas de que para organismos terrestres (Tonn 1990; Abellet al. 2008). 
No entanto, foi recuperada uma estruturação genética superficial, ou seja, com 
divergências genéticas baixas. A estruturação foi coerente com a hidrografia, 
pois os três clados de N. squamipes representam três regiões hidrográficas e 
os agrupamentos definidos a partir das regiões hidrográficas tiveram suporte na 
AMOVA. Centeno-Cuadros et al. (2009) tiveram resultados semelhantes com 
outro pequeno roedor semiaquático, Arvicola sapidus, que apresentou uma 
estrutura genética fraca, mas filogeograficamente coerente. Os autores 
resumiram a fraca estruturação genética em A. sapidus a partir de três 
resultados que também estão presentes em N. squamipes: (i) poucos clados 
suportados estatisticamente; (ii) clados com ramos curtos nas árvores 





Outros trabalhos com pequenos mamíferos semiaquáticos, como o roedor 
sigmodontíneo Oryzomys palustris (Indorf 2010) e a toupeira-d’água Galemys 
pyrenaicus (Igea et al. 2013), corroboraram a fraca estruturação genética, com 
baixas divergências genéticas, quando o esperado seria o contrário. Além 
disso, trabalhos com mamíferos semiaquáticos de maior tamanho corporal, 
como castores (Ducroz et al. 2005; Durka et al. 2005) e lontras (Mucci et al. 
2010; Quaglietta et al. 2013) também indicaram alta homogeneidade e baixa 
estruturação genética entre populações. Nesses trabalhos, isso foi explicado 
pela maior capacidade de dispersão, por serem mamíferos maiores, e pela 
pressão da caça que submeteu às populações naturais de lontras e castores a 
um efeito gargalo (Durka et al. 2005; Mucci et al. 2010). Contudo, os dados de 
pequenos mamíferos semiaquáticos, como N. squamipes, indicam que a 
dependência dos rios favorece o deslocamento de indivíduos ao longo do curso 
do rio, resultando em baixa estruturação e a alta homogeneidade genética. 
A homogeneidade genética encontrada em N. squamipes foi encontrada 
por outros trabalhos usando diferentes marcadores genéticos, como 
microssatélites (Almeida et al. 2000; 2005) e é consistente com a sua baixa 
variação morfológica intraespecífica (Bonvicino 1994). As taxas de divergência 
intra- e interespecíficas de Nectomys e também dentro e entre os clados foram 
muito baixas quando comparadas com outros roedores sigmodontíneos, como 
em Rhipidomys mastacalis (intraespecífica: 4,5% e interespecífica com R. 
emiliae: 7,25% no Cit b) (De Andrade Costa et al. 2011). Almeida et al. (2000) 
lançaram três hipóteses para explicar a baixa diversidade genética em N. 
squamipes: (i) processos recorrentes de extinção local e recolonização; (ii) 
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expansão populacional recente; e (iii) fluxo gênico maior do que o esperado 
para uma espécie semiaquática. 
No presente estudo, não houve correlação entre as distâncias genética e 
geográfica e espécimes de regiões hidrográficas vizinhas estão mais distantes 
geneticamente (Atlântico Sul e Atlântico Sudeste) enquanto outros de regiões 
distantes estão mais próximos geneticamente (Paraguai e Atlântico Sul). Isso 
mostra que a divergência genética entre as populações não pode ser explicada 
principalmente pela distância geográfica, um resultado também encontrado em 
outros trabalhos (Almeida et al. 2000; 2005) e que pode indicar que as 
populações não estão em equilíbrio (Hutchinson e Templeton 1999). Uma 
razão para uma população não estar em equilíbrio é ter passado por uma 
recente expansão populacional, dando suporte para as hipóteses (i) e (ii)  de 
Almeida et al. (2000).  
Os testes de neutralidade mostraram expansão populacional recente no 
Atlântico Sudeste. Além disso, há haplótipos do Atlântico Sudeste sendo 
compartilhados por outras regiões hidrográficas o que sugere também a 
existência de expansão populacional para essa região. 
Não houve indícios de expansão exponencial para a espécie como um 
todo na distribuição mismatch. Um padrão bimodal nesses gráficos pode 
indicar um tamanho populacional grande e constante, sem expansões 
exponenciais (Slatkin e Hudson 1991), mas não se pode afirmar que não houve 
uma expansão menos abrupta. O padrão bimodal pode ser reflexo da 
estruturação genética associada à hidrografia nas distâncias par-a-par, com a 
menor moda sendo resultante de pares da mesma região hidrográfica e a maior 
de pares de regiões diferentes. Já os resultados do índice Fs de Fu e do BSP 
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indicaram expansão populacional para a espécie. Dados apontam que essa 
expansão populacional teria ocorrido durante o período de glaciação: um fraco 
crescimento populacional entre 150 mil e 100 mil, seguido por um crescimento 
acelerado entre 100 mil e 75 mil e lento entre 75 mil e 50 mil anos atrás. A 
população permaneceu relativamente estável entre 50 mil e 10 mil durante o 
LGM, declinando desde então. Esse padrão foi coerente com as áreas de 
adequabilidade do passado que encontramos para N. squamipes. Elas 
mostraram um padrão de retração e de deslocamento para o sul das áreas de 
alta adequabilidade ambiental no LIG, isto é, em épocas mais quentes e 
úmidas, e expansão dessas áreas no LGM, onde o clima é mais frio e, segundo 
alguns autores, mais seco (mas veja Bush e Oliveira 2006, para uma opinião 
contrária à aridez). No Holoceno, com o aumento da temperatura e talvez da 
umidade, o tamanho populacional de N. squamipes decaiu e as áreas de 
adequabilidade ambiental no presente também diminuíram quando 
comparadas ao LGM, ainda que em pouca proporção. 
A estimativa de flutuação populacional de N. squamipes nos últimos 140 
mil anos acompanha as mudanças climáticas documentadas pelos isótopos 
estáveis de oxigênio 18 (δ18O) (Cohen e Gibbard 2011) (Fig. 10). Esses 
isótopos são usados em estudos de paleotemperatura e em estudos de 
investigações dos ciclos glaciais-interglaciais do Quaternário, incluindo LIG e 
LGM, utilizando carapaças de foraminíferos ou núcleos de gelo retirados das 
regiões polares (NEEM community members 2013; Rodrigues e Fauth 2013). 
Os isótopos de oxigênio estão relacionados à composição dos oceanos, o que 
está diretamente relacionado ao ciclo das chuvas e da quantidade de vapor 
d’água da atmosfera, afetando também a precipitação nos continentes (Frew et 
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al. 2000). Outro fato que coloca a temperatura como importante na distribuição 
geográfica de N. squamipes é que as camadas ambientais de hidrografia e de 
relevo, que deveriam ser importantes para o modelo por causa da história 
natural da espécie, não melhoram a predição do modelo. O melhor modelo foi 
aquele criado só com variáveis de precipitação e temperatura. Além disso, a 
sazonalidade de temperatura foi a variável mais importante para a construção 
dos modelos das áreas de adequabilidade. 
A datação mostrou uma origem recente, no Pleistoceno, tanto para N. 
squamipes (entre 160.000 e 1,16 milhões de anos atrás), quanto para os 
demais congêneres analisados. Isso indica que as oscilações climáticas do 
período podem ter sido importantes na especiação do gênero e na a 
estruturação genética de N. squamipes. Os três clados de N. squamipes 
datados mostraram que suas divergências ocorreram no Pleistoceno Médio 
(780-126 mil anos atrás), que se encaixa no padrão de estruturação 
intraespecífica da maioria das linhagens sul-americanas de mamíferos, peixes, 
aves, invertebrados e plantas (Turchetto-Zolet et al. 2013). As três áreas 
principais formadas na modelagem do LIG são coerentes com o clados 
encontrados nas árvores filogenéticas e com a datação pelo relógio molecular, 
mostrando uma sintonia entre os dados ecológicos de modelagem e dados 
genéticos, como já foi descrito em outros trabalhos (Carnaval et al. 2009; Igea 
et al. 2013, mas para uma ressalva veja Tonini et al. 2013). 
Levando em consideração que durante o Pleistoceno houve vários 
períodos de glaciações com períodos interglaciais entre elas (Brown e 
Lomolino 1998), há a possibilidade das populações de N. squamipes terem 
passado por recorrentes processos de redução e de expansão populacional 
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como sugerido por Almeida et al. (2000). A homogeneidade genética pode ser 
explicada em parte por esses processos, em função das oscilações climáticas 
do Quaternário, mas o fluxo gênico também pode ter desempenhado papel 
importante. Os índices de Fst indicam uma taxa de fluxo gênico alta entre 
algumas regiões hidrográficas vizinhas, como por exemplo a região do Paraná 
e do São Francisco. A região do São Francisco compartilha uma taxa de fluxo 
gênico (Fst) similar à maioria das outras regiões.  Isso aliado ao fato dessa 
região ter as maiores divergências genéticas intra- e interregionais e de não 
apresentar áreas estáveis de adequabilidade ambiental no passado, indica que 
a região do São Francisco foi colonizada mais recentemente por indivíduos 
provenientes de outras regiões hidrográficas.  
 Haplótipos idênticos foram encontrados em regiões hidrográficas 
diferentes, indicando fluxo gênico atual ou em um passado próximo. O 
compartilhamento de haplótipos em regiões hidrográficas diferentes foi 
encontrado também no trabalho sobre a filogeografia da toupeira-d’água 
Galemys pyrenaicus (Igea et al. 2013). No entanto foram avaliados neste 
trabalho apenas marcadores genéticos mitocondriais, que evidenciam a 
herança de linhagens maternas. Se forem analisados marcadores que meçam 
também a herança paterna, genes nucleares ou microssatélites, os índices de 
fluxo gênicos podem ser maiores. Isso porque os machos de N. squamipes têm 
áreas de uso maiores que as fêmeas (Lima 2009) e com isso há a possibilidade 
deles se dispersarem mais do que as fêmeas. 
Nos últimos anos, vários trabalhos com filogeografia avaliaram diferentes 
hipóteses para explicar os padrões de diversidade e de estruturação genética 
encontrados na Mata Atlântica em grupos de vertebrados (Pellegrino et al. 
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2005; Cabanne et al. 2007; 2008; Thomé et al. 2010; Costa e Leite 2012), de 
invertebrados (Resende et al. 2010) e de plantas (Ribeiro et al. 2011). Quatro 
propostas principais são normalmente utilizadas para explicar os padrões 
filogeográficos: isolamento por montanhas (Moreau 1966); gradientes 
ecológicos (Endler 1977); rios como barreiras (Wallace 1852) e refúgios 
pleistocênicos (Haffer 1969). Lara et al. (2005) fizeram uma revisão sobre 
essas propostas a partir de alguns estudos filogeográficos com pequenos 
mamíferos e encontraram dois modelos que se encaixam nos padrões 
estudados: o de isolamento por montanhas e o de gradientes ecológicos. De 
acordo com Lara et al. (2005) o modelo de rios como barreiras pode ser tratado 
em larga escala na Mata Atlântica como parte do modelo de isolamento por 
montanhas já que rios grandes da região têm seus cursos correspondendo às 
cadeias de montanhas. 
Ultimamente, a proposta dos refúgios pleistocênicos, adaptado para a 
Mata Atlântica no trabalho de Carnaval e Moritz (2008), tem ganhado força 
(Carnaval et al. 2009; Martins 2011; Maldonado-Coelho et al. 2012; Valdez e 
D'Elia 2013), especialmente com a integração dos dados genéticos aos de 
paleogeografia e de paleomodelagem  (Richards et al. 2007; Lamb et al. 2008; 
Chan et al. 2011; Svenning 2011; Igea et al. 2013). Contudo, as datações de 
alguns trabalhos indicam que o surgimento de grande parte da divergência 
genética é anterior ao Pleistoceno (Lara e Patton 2000; Wüster et al. 2005; 
Grazziotin et al. 2006; Brunes et al. 2010). Dessa forma, a ideia de que na 
América do Sul os padrões filogeográficos de vertebrados são resultantes dos 
movimentos tectônicos do Plioceno e das oscilações climáticas de todo o 
Pleistoceno, e não apenas do último máximo glacial (LGM), é mais abrangente 
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(Lara e Patton 2000; Hoorn et al.2010; Thomé et al. 2010; Antonelli e 
Sanmartin 2011; Turchetto-Zolet et al. 2013). 
No caso de N. squamipes, os dados de modelagem e de dinâmica 
populacional indicaram expansão da população no LGM e retração e 
fragmentação do habitat no LIG. Esse padrão também é encontrado em 
algumas espécies adaptadas a ambientes abertos como o guanaco (Marin et 
al. 2008) e gramíneas (Jakob et al. 2009). Com isso, parece que N. squamipes 
não foi negativamente afetado pela suposta fragmentação das florestas no 
LGM indicada por Carnaval e Moritz (2008), sendo a proposta dos refúgios, 
portanto, inadequada para explicar o padrão filogeográfico nessa espécie. A 
proposta de rios como barreiras tampouco se aplica, afinal de contas N. 
squamipes é uma espécie semiaquática e utiliza os rios para deslocamento e 
dispersão e não foram encontrados indícios de que a estruturação genética 
dessa espécie possa ser explicada por algum gradiente ecológico. Por fim, o 
isolamento por montanhas é a única das quatro propostas principais avaliadas 
por Lara et al. (2005) que se encaixa na estruturação genética encontrada em 
N. squamipes. As regiões hidrográficas causam o isolamento entres as 
populações dessa espécie e são as montanhas e o revelo que determinam os 
cursos dos rios e o fluxo de água dentro das regiões, além de sua acumulação 
no solo. O fluxo gênico entre regiões hidrográficas é restrito principalmente às 
cabeceiras de rios, onde existem rotas de fluxo gênico (Fig. 13). As regiões 
hidrográficas são coerentes, portanto, com o relevo e cadeias de montanhas da 
Mata Atlântica. Esse resultado corrobora a proposta de Lara et al. (2005) de 
que para a Mata Atlântica o modelo de isolamento por montanhas seria uma 
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das principais explicações para os padrões filogeográficos de pequenos 
mamíferos. 
Apesar de dados filogeográficos de outras espécies de mamíferos 
semiaquáticos de pequeno e médio porte confirmarem a tendência de que as 
oscilações climáticas do Quaternário são mais significativas para a 
diversificação e estruturação genética do que o padrão hidrográfico (Durka et 
al. 2005; Centeno-Cuadros et al. 2009; Indorf 2010; Igea et al. 2013), no caso 
de N. squamipes isso não se ratifica, sendo a hidrografia determinante para a 
os padrões filogeográficos da espécie. 
 
Hipótese para a expansão populacional em períodos glaciais: Uma 
expansão populacional durante glaciações é tão diferente do que se espera 
para um pequeno mamífero de floresta, que precisa ser mais bem discutido. N. 
squamipes pode expandir a sua distribuição durante o LGM, onde a florestas e 
os rios estariam mais secos, graças a algumas características ecológicas. 
Durante o LGM pode ter ocorrido a fragmentação da Mata Atlântica e 
mudanças na composição florística, segundo os dados de palinologia (Ledru et 
al. 2009). Dados de distribuição do nicho ecológico potencial de várias 
espécies e da própria Mata Atlântica mostram retrações no LGM (Carnaval e 
Moritz 2008; Carnaval et al. 2009) por causa do clima frio e talvez seco 
(Guilderson et al. 1994; Webb et al. 1997). Esses dados predizem uma redução 
da área de florestas úmidas da Mata Atlântica. 
Galliez e Fernandez (2012) afirmaram que N. squamipes possui 
segregação espacial com outra espécie de mamífero semiaquático, a cuíca 
d’água (Chironectes minimus), que é uma espécie de marsupial que ocupa 
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ambientes não degradados. Eles demonstraram que as abundâncias de C. 
minimus e N. squamipes são negativamente correlacionadas, com a cuíca 
d’água ocupando áreas onde havia maior densidade de árvores nas margens 
dos rios e N. squamipes ocupando rios estreitos com pouca vegetação ripária. 
Desta forma, a redução ou fragmentação da floresta no LGM poderia beneficiar 
N. squamipes em detrimento de outras espécies semiaquáticas. 
Outro fato marcante da ecologia de N. squamipes é a preferência por rios 
pequenos com pouco fluxo de água. Lima (2009) demonstrou que o rato d’água 
tem preferência pelos pequenos afluentes pantanosos ao invés dos rios 
maiores de água mais rápida. Uma possível razão para isso seria a sua 
capacidade de natação, que não é tão eficiente quanto o de outras espécies 
semiaquáticas como a lontra e a cuíca d’água (Stein 1988; Lima 2009). No 
LGM, os rios foram mais afetados pelo clima e pela variação no nível do mar do 
que pela tectônica, que influencia a dinâmica hidrográfica em uma escala de 
tempo maior (Clapperton 1993). A redução da cobertura vegetal e o aumento 
da sazonalidade das chuvas (Ledru et al. 2009) abaixou o nível dos lençóis 
freáticos, ocasionando um aumento no escoamento de sedimentos pelos rios 
(Clapperton 1993) e a seca de vários riachos menores. Nos rios que não 
secaram, o fluxo de água foi reduzido, o que facilitaria a natação pouco 
eficiente de N. squamipes, favorecendo assim maiores áreas de uso 
disponíveis para N. squamipes. 
Outro fato que pode ajudar no aumento da distribuição de N. squamipes 
no LGM é a redução no nível dos oceanos, que ficou em média 100 metros 
abaixo do atual (Suguio et al. 1985; Rossetti et al. 2011). Isso aumentou a faixa 
de terra na costa leste do Brasil e os cursos dos rios que deságuam no oceano 
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Atlântico, rios que na época tinham um menor fluxo de água (Clapperton 1993). 
Isso também pode ter influenciado a maior dispersão da espécie nesse 
período, favorecendo o fluxo gênico. Quando o nível do mar se elevou para o 
atual, populações ficaram isoladas nas áreas elevadas que se transformaram 
em ilhas oceânicas (Almeida et al. 2005). 
A redução ou fragmentação das florestas durante o LGM não parece ter 
afetado tanto N. squamipes de acordo com os dados de modelagem (LGM não 
teve grande redução de áreas com boa adequabilidade) e com os dados 
genéticos (BSP mostra o tamanho populacional constante ou em crescimento 
durante o LGM). Isso pode ser explicado pela disponibilidade de água, que 
mesmo em épocas mais frias e secas manteriam as matas ciliares nos rios 
maiores. Além disso, os ambientes ripários dão estabilidade, podendo 
funcionar como corredores entre fragmentos para as espécies florestais e tem 
pouco efeito de borda quando comparados às ilhas de florestas (Naxara 2008). 
Outro fato importante é que os corredores formados pela vegetação ripária têm 
a mesma disponibilidade de recursos do que o interior de fragmentos próximos 
(Naxara 2008). Dessa forma, os corredores ripários durante o LGM, mesmo 
tendo características de florestas mais secas, permitiriam a dispersão de N. 
squamipes para outras áreas. Apesar de características ecológicas atuais 
serem utilizadas para explicar a distribuição e dispersão no LGM, a ideia de 
conservação de nicho ecológico dentro de uma linhagem evolutiva permite 
essa extrapolação. 
Há outros dados ecológicos que podem contradizer a pouca capacidade 
de dispersão de N. squamipes, não só no LGM, mas em qualquer época do 
Quaternário: (i) ele possui uma dieta generalista, é onívoro, se alimenta desde 
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folhas e frutas até pequenos vertebrados (D’Andrea et al. 1996; Gentile et al. 
2000); (ii) N. squamipes distribui igualmente sua movimentação entre os 
ambientes aquáticos e terrestres, não sendo tão dependente assim da água, ao 
contrário de outros mamíferos semiaquáticos (Lima 2009); (iii) N. squamipes é 
o maior roedor da tribo Oryzomyini, o que faz com que ele tenha uma 
capacidade de dispersão maior do que outros roedores do grupo; e (iv) 
correlação positiva entre o tamanho corporal do indivíduo e sua área de 
extensão de uso (Lima 2009), sendo que os machos tiveram área de extensões 
de uso maiores que as fêmeas na média (Ribeiro 2001; Bergallo e Magnusson 
2004). 
 
Conectividade populacional entre regiões hidrográficas: Dados genéticos 
evidenciaram que N. squamipes tem uma capacidade de dispersão maior do 
que indicada pela maioria dos trabalhos ecológicos de campo. As rotas de fluxo 
gênico demonstraram que a troca genética entre indivíduos de bacias 
diferentes existe, mas elas ocorrem em áreas pontuais, utilizando alguns rios 
para isso, como o Doce, o Jequitinhonha, o Preto e o Grande. Por causa da 
taxa de mutação, as rotas indicados pelo Cit b seriam mais antigas que aquelas 
inferidas pelo D-loop. Como as rotas de Cit b foram as que mais indicaram 
trocas entre regiões hidrográficas diferentes, o fluxo genético poderia ser mais 
frequente no passado do que no presente. O que melhor explica esse fluxo 
gênico interregional são as conexões históricas entre as regiões hidrográficas. 
Para ambientes aquáticos, os rios podem ter papéis importantes na 
estruturação genética, não só como barreiras ecológicas, mas também como 
corredores para a dispersão (Turchetto-Zolet et al. 2013). O grau de isolamento 
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entre as regiões hidrográficas é a principal promotora do padrão de 
estruturação genética nesses ambientes (Abell et al. 2008; Turchetto-Zolet et 
al. 2013). A captura de divisores de água nas regiões de cabeceiras dos rios 
(nascentes nas regiões altas que delimitam uma bacia ou região hidrográfica), 
devido à atividade tectônica ou à erosão, pode ligar ou isolar duas regiões 
hidrográficas (Wilkinson et al. 2006; Abell et al. 2008). Essas características 
podem afetar tanto a migração entre rios quanto a comunidades atuais de 
organismos aquáticos e semiaquáticos. Montoya-Burgos (2003) usou essa 
ideia de conexões entre bacias por meio de captura de cabeceiras de rios para 
explicar a especiação e dispersão de alguns peixes da Amazônia (Montoya-
Burgos 2003; Hubert e Renno 2006). 
Fullerton et al. (2010) alertou sobre a importância de se estudar a 
conectividade entre ambientes dulcícolas. Eles classificaram as conexões 
existentes em três tipos: (1) Conexões estáveis por um longo período de tempo 
na escala evolutiva, que poderiam afetar a adaptação e criar novas barreiras, 
elas ocorreriam no nível de grandes bacias; (2) Conexões dinâmicas que 
estariam estáveis em escalas de décadas-séculos, influenciariam a migração, a 
genética populacional e padrões de dispersão em escala de sub-bacias e 
captura de nascentes e (3) conexões alteradas pelo homem, criação de poços 
e rios artificiais que poderiam conectar ou isolar populações, essas conexões 
podem ter influência em várias escalas temporais. As quatro rotas encontradas 
na análise de conectividade populacional podem ser explicadas por esses tipos 
de conexões. Exemplos clássicos de capturas de divisores de água e de 
cabeceiras são mais comuns em estudos de peixes, especialmente na 
Amazônia, como o canal do Cassiquiare entre as cabeceiras dos rios Orinoco e 
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Negro (Willis et al.2010; Turchetto-Zolet et al. 2013). Para as regiões da Mata 
Atlântica e São Francisco, pertencentes ao Escudo Brasileiro, há poucos 
exemplos e trabalhos sobre conexões entre regiões hidrográficas (Lundberg et 
al. 1998; Ribeiro 2006; Buckup 2011). 
Ribeiro (2006) defendeu a existência de três padrões biogeográficos para 
os rios da região do Escudo Brasileiro, a partir da idade da ligação e da 
similaridade de faunas encontrada nos rios da região. O mais recente deles, 
onde uma mesma espécie é compartilhada entre regiões hidrográficas ou sub-
bacias vizinhas data do Quaternário e se aplica a N. squamipes. Apesar de 
ocorrer no Quaternário, não foram apenas as oscilações climáticas 
responsáveis por esse padrão, a atividade tectônica recente também teve um 
papel significante (Ribeiro 2006). Há indícios de atividades tectônicas 
importantes nos últimos 1,6 milhão de anos (Saadi et al. 2002) que podem ter 
causado reorganização das bacias hidrográficas devido à captura de 
cabeceiras de outros rios (Modenesi-Guattieri et al. 2002). 
Há uma alta similaridade entre a fauna de peixes do rio São Francisco e 
do rio Paraná (Menezes 1972; Buckup 2011), indicando um contato histórico 
entre as essas regiões. O relevo que faz a divisão entre a região do Paraná e o 
do São Francisco é muito menos pronunciado quando comparado àquele entre 
as regiões hidrográficas do Atlântico Sudeste, Atlântico Sul e a região do rio 
Paraná. A área de ligação entre essas regiões possui em média de 200 metros 
de altitude que muitas vezes envolvem áreas pantanosas em um terreno quase 
plano (Buckup 2011). 
A semelhança da fauna entre o Paraná e o São Francisco é ainda maior 
se considerarmos apenas a sub-bacia do rio Grande, que drena a encosta sul 
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da bacia do São Francisco e que forma o rio Paraná junto com o rio Paranaíba. 
81% das espécies de peixes de lá ocorrem na região do São Francisco e do 
Paraná (Buckup, 2011). O elevado número de espécies compartilhadas sugere 
que a ligação entre as regiões do Paraná e São Francisco pela sub-bacia do rio 
Grande é geologicamente recente (Buckup, 2011) e coerente com o tempo de 
divergência de N. squamipes. Dados de modelagem (Fig. 11) e de genética de 
paisagem (Fig. 13) também apontaram para a sub-bacia do rio Grande como 
ligação entre a região do São Francisco e do Paraná (Conexão 4, Fig. 14). 
Ribeiro (2006) indicou outra ligação na margem nordeste da região 
hidrográfica do Paraná, ao lado das sub-bacias do alto rio São Francisco, do 
Paraíba do Sul e do rio Itapemirim (Conexão 5, Fig. 14), sendo que as duas 
últimas pertencem à região hidrográfica do Atlântico Sudeste. Algumas 
espécies de peixe do gênero Piabina estão espalhadas por esses rios. A 
hipótese filogenética disponível sugere que o lugar para a diversificação inicial 
do grupo provavelmente é a região do Paraná (Ribeiro 2006). Outra rota na 
região já foi indicada como um corredor para dispersão de cascavéis (Conexão 
6, Fig. 14). Bastos et al. (2005) afirmaram que a ligação do rio Preto (tributário 
do Paraíba do Sul) e do rio Grande foi a porta de entrada para a invasão de 
cascavéis no estado do Rio de Janeiro vindas do sul de Minas Gerais (região 
da sub-bacia do rio Grande), demonstrando a importância desse corredor para 
alguns vertebrados. Essas duas rotas, a de dispersão de peixes e a de 
cascáveis, coincidiram com a rota de fluxo gênico encontrada nesse estudo. 
Além de explicarem a diversidade compartilhada de peixes entre regiões 
hidrográficas, essas áreas de contato podem explicar também o movimento de 
N. squamipes entre as regiões hidrográficas do Paraná (sub-bacia do rio 
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Grande), do São Francisco e do Atlântico Sudeste, duas das quatro rotas 
encontradas. 
A terceira rota de fluxo gênico, entre o Atlântico Sudeste e o Atlântico 
Leste pode ser explicada pelas variações no nível do mar durante o 
Quaternário (Conexão 7, Fig. 14). As transgressões oceânicas são 
frequentemente clamadas para explicar a ampla distribuição de muitas 
espécies de peixes pelos rios da região costeira da Mata Atlântica (Ribeiro 
2006; Buckup 2011) e alguns padrões filogeográficos de vertebrados 
(Grazziotin et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009). Durante as épocas de 
glaciações o nível do oceano caiu bastante, chegando a ficar em média 100 
metros abaixo do nível atual, deixando amostra a plataforma continental 
(Suguio et al. 1985; Rossetti et al. 2011). A redução do nível do mar, 
consequentemente levou os rios que deságuam no oceano Atlântico a ter seus 
cursos aumentados, tendo que atravessar toda a plataforma continental. Com 
os cursos maiores esses rios poderiam ter conexões que hoje estão 
escondidas pelo oceano. A fauna de peixes compartilhada entre os rios dessas 
regiões hidrográficas é grande, indicando que houve ligação e ela foi recente 
(Ribeiro 2006). Atualmente N. squamipes ocorre próximo ao litoral em áreas de 
restinga do Espírito Santo (Moreira e Mendes 2010) e do Rio de Janeiro 
(Pessôa et al. 2010) o que pode sugerir que no passado essa espécie também 
tenha ocupado áreas do litoral, com sua distribuição acompanhado a linha do 
litoral. 
A diminuição do nível do mar durante as glaciações, da mesma forma que 
deveria ter ajudado na expansão e conexão entre sub-bacias do Atlântico 
Sudeste com o Atlântico Leste deveria ter permitido também a ligação entre o 
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Atlântico Sudeste e o Atlântico Sul, propiciando um maior fluxo gênico do que o 
encontrado. Além disso, o litoral de São Paulo está mais relacionado 
filogeneticamente à região do Paraná do que à própria região do Atlântico 
Sudeste. Esses resultados são coerentes com a falta de adequabilidade 
ambiental no sul do Rio de Janeiro, região da Serra da Bocaina, o que dificulta 
a dispersão entre o litoral de São Paulo e o litoral do Rio de Janeiro. De acordo 
com os dados de adequabilidade do passado, essa área de baixa 
adequabilidade no sul do Rio de Janeiro estava presente também no LGM e no 
LIG (Fig. 15). Por causa disso a bacia do Atlântico Sul e litoral de São Paulo 
tem maior fluxo gênico, e consequente semelhança filogeográfica, com a bacia 
do Paraná do que com a do Atlântico Sudeste. Essa área de baixa 
adequabilidade ambiental que poderia também ter acompanhado a redução do 
nível do mar e avançado em direção ao litoral no LGM, evitando as trocas 
genéticas entre essas regiões. 
Sobre a quarta rota, entre o São Francisco e o Atlântico Leste usando o 
rio Jequitinhonha (Conexão 8, Fig. 14), não há dados de literatura que 
sustentem uma ligação entre esses dois cursos numa época mais recente, 
dentro do Pleistoceno. Há poucos estudos sobre o levantamento de ictiofauna 
realizados no Jequitinhonha e seus tributários (Andrade-Neto 2009). Com isso 
a falta de dados impede a confirmação sobre a possibilidade de essa rota 
existir. 
Há ainda uma ligação entre a região hidrográfica do Paraná e a do 
Atlântico Sul e o litoral de São Paulo que não ficou evidenciada na análise de 
conectividade populacional (talvez pelo baixo número de amostras na região). 
Essa ligação ocorre entre o rio Iguaçu, tributário do Paranapanema (região do 
46 
 
Paraná) e o rio Ribeira de Iguape (região do Atlântico Sul) (Conexão 2, Fig. 14). 
O compartilhamento de fauna indica que a ligação pode ser também do 
Quaternário (Bizerrill e Lima 2000; Ingenito et al. 2004; Ribeiro 2006). 
Existe uma ligação entre o rio Tiête (região do Paraná) e o rio Paraíba do 
Sul (região do Atlântico Sudeste) que explica a similaridade de ictiofauna entre 
esses rios (Conexão 3, Fig. 14). Contudo N. squamipes tem pouco fluxo gênico 
entre Paraná e o Atlântico Sudeste, exceto na região do litoral de São Paulo. A 
idade da ligação pode estar influenciando nesse caso. A ligação entre esses 
rios foi contemporânea à Formação Tremembé, com depósitos do Oligoceno 
Superior ou Mioceno Inferior (Gallego e Mesquita 2000; Vucetich e Ribeiro 
2003), muito antes da diversificação de Nectomys que é do Pleistoceno. A 
ligação entre o Tiête e o Paraíba do Sul é antiga, mas outras ligações foram 
propostas entre o alto Tiête e o alto Paraíba do Sul que datam do Quartenário 
em que N. squamipes poderia ter usado (Ribeiro et al. 2006; Serra et al. 2007; 
Buckup 2011). A falta de fluxo gênico pode ser decorrente da falta de áreas 
com alta adequabilidade ambiental entre o Rio de Janeiro e São Paulo (Fig. 
15). Além disso, o baixo número amostral dessas três regiões (São Paulo, Rio 
de Janeiro e na região hidrográfica do Atlântico Sul) podem explicar a falta de 
fluxo gênico. 
A determinação de rotas de fluxo gênico do passado ou presente recente 
é importante para prever possíveis rotas de disseminação de S. mansoni, 
parasita responsável pela esquistossomose. Por N. squamipes ser um de seus 
hospedeiros naturais e por ele não ser afetado pelo parasita (D’Andrea et al. 
2000), esse roedor pode levar esse platelminto para novas áreas que antes 
estavam livres da doença (Almeida et al. 2000; D’Andrea et al. 2000). Em 
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época de aquecimento global, pode-se predizer que as populações de N. 
squamipes terão suas populações retraídas. Isso é o que indicam os resultados 
da modelagem, onde a área de adequabilidade ambiental atual é menor do que 
a do LGM, e genéticos, com um declínio do tamanho efetivo da população nos 
últimos 10 mil anos. Contudo, a degradação ambiental e o risco de extinção de 
algumas espécies de mamíferos semiaquáticos que competem com N. 
squamipes podem causar um aumento populacional nessa espécie (Galliez e 
Fernandez 2012). Dados de modelagem futura podem mostrar como N. 
squamipes pode reagir diante de um cenário pessimista e otimista de mudança 
climática, indicando rotas futuras também para a disseminação de S. mansoni. 
 
Distribuição geográfica e hipótese biogeográfica para a origem de N. 
squamipes: Não é apenas estruturação genética de N. squamipes que é 
moldada pela hidrografia, mas sua distribuição geográfica também.  N. 
squamipes ocorre em cinco regiões hidrográficas brasileiras (Paraná, Atlântico 
Sul, Atlântico Sudeste, Atlântico Leste e São Francisco). Nas regiões 
adjacentes a essas cinco (Atlântico Nordeste Oriental, Parnaíba, Tocantins e 
Paraguai) ocorre outra espécie, Nectomys rattus. Existem dados na literatura 
que indicam a presença de N. squamipes no norte do rio São Francisco, na 
região do Atlântico Nordeste Oriental (Bonvicino et al. 2008; Asfora 2011). 
Contudo, os dados genéticos e de cariótipo de alguns espécimes mostraram 
que indivíduos classificados como N. squamipes são na verdade Nectomys 
rattus (Asfora, com. pess.). N. rattus é uma espécie críptica, que só pode ser 
diferenciada de N. squamipes pelo cariótipo e por dados genéticos (Bonvicino 
1994; Bonvicino et al. 1996). Mais dados da região Atlântico Nordeste Oriental 
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devem ser avaliados para delimitar a distribuição dessas duas espécies na 
região. 
Estudando a distribuição de pequenos mamíferos nas bacias do rio 
Araguaia (região hidrográfica do Tocantins) e do rio Paraná, Cárceres et al. 
(2008) encontraram N. rattus e N. squamipes com distribuição parapátrica. 
Segundo esses autores, o limite de distribuição das espécies coincide com as 
bacias do Araguaia (N. rattus) e do Paraná (N. squamipes). Isso confirma que a 
hidrografia também é importante para a distribuição de outras espécies do 
gênero e não só para N. squamipes. Claro que os limites de distribuição das 
espécies entre regiões hidrográficas não são perfeitos. No presente estudo, por 
exemplo, há uma amostra de N. squamipes na região do Paraguai, onde se 
esperaria a ocorrência de N. rattus, com localidade e sequência adquiridas no 
Genbank (Localidade 50, Fig. 1). 
 
A subfamília Sigmodontinae invadiu a América do Sul durante o Grande 
Intercâmbio Americano no fim do Mioceno (Marshall et al. 1979; Engel et al. 
1998) ou antes disso, quando o Istmo do Panamá não estava completo, a partir 
de ilhas, por volta de 9 milhões de anos atrás (Parada et al. 2012) ou 20 
milhões de anos atrás (Hershkovitz 1966; Reig 1978). Uma vez na América do 
Sul, eles se diversificaram e se tornaram um dos grupos mais diversos de 
mamíferos (Schenk et al. 2013). 
A provável origem do gênero Nectomys é no norte da América do Sul, na 
região Amazônica, onde três das cinco espécies descritas se encontram (N. 
rattus, N. apicalis e N. magdalenae) e também onde está distribuído o grupo-
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irmão de Nectomys, Amphinectomys (Weskler 2006; Machado et al. 2014) que 
vive na Amazônia peruana, próximo aos Andes (Pacheco et al. 2008).  
A partir de sua origem no norte da América do Sul, as populações 
ancestrais de Nectomys se espalharam pelo continente e uma população 
ancestral de N. squamipes conseguiu chegar à região da Mata Atlântica. Essa 
chegada poderia ter acontecido por três caminhos, já que existe uma politomia 
basal na filogenia da espécie: pelo norte, pela região hidrográfica do rio São 
Francisco e a do Atlântico Nordeste Oriental ou Parnaíba; pela região central 
do Brasil entre a região hidrográfica do rio São Francisco e a do Tocantins; pela 
ligação da região hidrográfica da Amazônia com a região do Paraná através da 
região hidrográfica do Paraguai (Conexão 1; Fig. 14). Apesar de existirem 
trabalhos que indicam a ligação recente entre os dois primeiros caminhos 
(Atlântico Nordeste/Parnaíba - São Francisco por Rosa et al. 2005; Tocantins - 
São Francisco por Lima e Caires 2011), a terceira hipótese parece ser mais 
plausível, já que as áreas no sul do Brasil foram mais adequadas para a 
ocorrência das espécies em períodos mais quentes e úmidos como o final do 
Plioceno e início do Pleistoceno. Além disso, há trabalhos que indicam uma 
ligação hidrográfica entre as regiões do Paraguai-Paraná com a Amazônia 
(Carvalho e Albert 2011) e também uma ligação entre a fauna de mamíferos 
entre a Amazônia e a Mata Atlântica por essa região (Costa 2003; Silva et al. 
2012). 
Nectomys squamipes provavelmente começou a sua expansão a partir da 
região hidrográfica do Paraná e passou para as demais regiões hidrográficas 
no Pleistoceno Médio, segundo a datação. Para isso, as populações ancentrais 
utilizaram para facilitar a dispersão: (i) as recorrentes glaciações do período; (ii) 
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as ligações em entre as regiões hidrográficas; (iii) as oscilações do nível do 
mar. Os períodos glaciais e interglaciais cíclicos do Quaternário teriam causado 
expansões e reduções da população, em resposta a cada ciclo, como indicam 
os dados de modelagem e genética (Fig. 16). Isso e o fluxo gênico entre as 





Nectomys squamipes apresenta uma estruturação genética coerente com 
as regiões hidrográficas, com três clados representando essas regiões 
(Atlântico Sudeste, Atlântico Leste e Paraná + Atlântico Sul) e com 
representantes do São Francisco distribuídos pelos três clados, indicando uma 
colonização recente dessa região. Essa espécie surgiu e se diversificou no 
Pleistoceno, tendo sofrido contrações e expansões populacionais oriundas das 
oscilações climáticas do Quaternário, que resultaram em baixa divergência 
genética intra- e interespecífica. A preferência por ocupar rios estreitos com 
pouco fluxo de água e com pouca vegetação ripária poderiam promover um 
aumento na dispersão e consequente fluxo gênico de N. squamipes entre 
regiões hidrográficas durante as glaciações. O fluxo gênico entre indivíduos de 
regiões hidrográficas diferentes ocorreu em áreas pontuais, utilizando alguns 
rios para isso, como o Doce, o Jequitinhonha, o Preto e o Grande, e foi mais 
comum do que os trabalhos ecológicos sugeriram. 
O tamanho efetivo da população e a dispersão de N. squamipes 
aumentaram no último máximo glacial (LGM), o inverso do que se esperaria de 
uma espécie florestal pelo modelo dos refúgios pleistocênicos. O modelo de 
isolamento por montanhas é o que melhor se encaixa na estruturação 
filogeográfica encontrada em N. squamipes. 
A redução das áreas propícias para a ocorrência de N. squamipes e o 
deslocamento para o sul aconteceu no período mais quente, no último 
interglacial (LIG), há 120-140 mil anos. Esse processo criou três áreas que são 
geográfica e temporalmente coerentes com os clados encontrados nas árvores 
filogenéticas e com os agrupamentos das redes de haplótipos. Climas mais 
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quentes e úmidos parecem causar a retração das populações enquanto o clima 
frio e seco parece favorecê-las. 
As regiões hidrográficas tendem a isolar as populações de N. squamipes, 
enquanto o fluxo gênico e as oscilações climáticas do Quaternário favorecem a 
homogeneidade genética. Como o fluxo gênico é irregular, ocorrendo mais 
entre algumas bacias do que entre outras, essa homogeneidade não foi 
suficiente para apagar o efeito do isolamento das regiões hidrográficas no 
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Tabela 1: Distâncias genéticas (K2P) para os dois marcadores genéticos dentro e entre os clados encontrados nas árvores filogenéticas. 
Valores estão em percentagem (%). Os valores em itálico representam as distâncias de Cit b e os valores em negrito os de D-loop. CS: Clado 





(Cit b - D-loop) 
  Entre os Clados  








Clado Sul 1,1 - 1,87 
 
- 4,6 4,9 9,0 N.A. - 28,3 
Clado Atlântico Leste 0,8 - 1,78 
 
2,2 - 4,0 7,8 N.A. - 28,3 
Clado Atlântico Sudeste 0,6 - 1,75 
 
2,0 1,9 - 7,7 N.A. - 26,7 
Nectomys rattus 2,1 - 7,0 
 
3,6 3,3 3,2 - N.A. 9,1 30,0 
Nectomys apicalis 0,4 – N.A. 
 
8,0 7,4 7,5 7,0 - N.A. N.A. 
Nectomys squamipes 1,2 -  2,7 
 
- - - 3,1 6,9 - 27,9 
Grupo Externo 15,0 – 30,0 
 




Tabela 2: Distâncias genéticas (K2P) para os dois marcadores genéticos dentro e entre as regiões hidrográficas. Valores estão em 
percentagem (%).Os valores em itálico representam as distâncias de Cit b e os valores em negrito os de D-loop. Média: indica as médias das 





(Cit b - D-loop) 
Entre as Regiões 
  
 






Sul Paraguai  
Paraná 1,1 – 1,6 - 4,0 4,1 3,2 1,7 N.A.  
Atlântico Leste 0,8 – 2,3 1,7 - 2,5 4,0 3,9 N.A.  
Atlântico Sudeste 0,9 – 1,9 1,8 1,0 - 4,1 4,2 N.A.  
São Francisco 1,4 – 4,0 1,5 1,5 1,7 - 3,0 N.A.  
Atlântico Sul 0,0 – 0,5 1,2 1,9 1,9 1,4 - N.A.  
Paraguai N.A. - N.A. 1,3 1,8 1,8 1,2 0,9 - 
 
Média 0,8 - 2,0 
  







Tabela 3: Índices básicos e testes de neutralidade para as regiões hidrográficas e clados dos dois marcadores genéticos. N = número de 







Marcador Regiões Hidrográficas e Clados 
Índices Básicos Testes de Neutralidade 
n H S Fs de Fu p-valor R2 p-valor D de Tajima p-valor 
Cit b 
 
São Francisco 4 3 18 2,81 0,85 0,26 0,58 1,40 0,89 
Paraná 9 5 17 1,67 0,80 0,20 0,80 -0,87 0,20 
Atlântico Sul 3 1 8 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
Atlântico Sudeste 41 19 25 -6,18 0,01 0,11 0,03 -1,76 0,01 
Atlântico Leste 20 10 28 0,31 0,58 0,11 0,35 0,05 0,36 
Clado Sul 14 7 19 1,08 0,70 0,14 0,52 0,09 0,57 
Clado Atlântico Sudeste 55 22 31 -9,45 0,00 0,05 0,02 -1,48 0,04 
Clado Atlântico Leste 8 7 13 -2,37 0,05 0,13 0,14 -0,88 0,22 
Nectomys squamipes 77 36 63 -10,88 0,01 0,06 0,11 -1,07 0,13 
D-loop 
São Francisco 7 6 38 1,05 0,60 0,18 0,50 0,34 0,64 
Paraná 12 5 26 3,49 0,93 0,12 0,23 -0,66 0,28 
Atlântico Sul 4 2 4 2,20 0,82 0,24 1,00 -0,78 0,22 
Atlântico Sudeste 82 35 51 -10,53 0,00 0,09 0,23 -0,80 0,25 
Atlântico Leste 43 23 44 -3,88 0,10 0,09 0,35 -0,33 0,39 
Clado Sul 20 10 28 -0,12 0,51 0,12 0,42 -0,81 0,24 
Clado Atlântico Sudeste 118 51 52 -24,49 0,00 0,07 0,25 0,51 0,27 
Clado Atlântico Leste 10 8 21 -1,20 0,23 0,13 0,22 -0,40 0,35 
Nectomys squamipes 148 69 80 -24,20 0,00 0,07 0,28 -0,70 0,27 
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Tabela 4: Valores de Fst entre as diferentes regiões hidrográficas com ocorrência 
de N. squamipes na Mata Atlântica para os dois marcadores genéticos. Os valores em 











São Francisco - 0,16 0,18 0,40 0,29 
Paraná 0,27 - 0,29 0,53 0,46 
Atlântico Sul 0,41 0,46 - 0,62 0,55 
Atlântico Sudeste 0,54 0,64 0,74 - 0,18 





Tabela 5: Valores da análise da variância molecular (AMOVA) considerando 
regiões hidrográficas e as 50 localidades amostradas com ocorrência de N. squamipes 
na Mata Atlântica (Fig. 1) para os dois marcadores moleculares. 
 
  
Fonte da Variação Variação (%) Variância dos Componentes Índices de Fixação p-valor 
Cit b 
Entre as Regiões 36,40 1,86879 Va FSC: 0,88498 <0,01 
Entre Localidades dentro 
das Regiões 56,29 2,89007 Vb FST: 0,92685 <0,01 
Entre Localidades 7,32 0,7561 Vc FCT: 0,36397 <0,01 
D-loop 
Entre as Regiões 24,36 1,56729 Va FSC: 0,67323 <0,01 
Entre Localidades dentro 
das Regiões 50,92 3,27664 Vb FST: 0,75283 <0,01 









Figura 1: Mapa com as amostras genéticas analisadas e com os limites das regiões hidrográficas baseados nos dados da Agência 
Nacional de Águas (ANA). Região do Atlântico Leste: 1 – Cairu, BA; 2 – Wenceslau Guimarães, BA; 3 – Itamari, BA; 4 – Jussari, BA; 5 – Una, 
BA; 6 – Itamaraju, BA; 7 – Nova Viçosa, BA; 8 – Conceição da Barra, ES; 9 – São Mateus, ES; 10 – Pinheiros, ES; 11 – São Gonçalo do Rio 
Preto, MG. Região do São Francisco: 12 – Felixlândia, MG; 13 – Santana do Riacho, MG; 14 – Lagoa Santa, MG; 15 – Nova Lima, MG. Região 
do Atlântico Sudeste: 16 – Santa Bárbara, MG; 17 – Barão de Cocais, MG; 18 – Catas Altas, MG; 19 – Ouro Preto, MG; 20 – Marliéria, MG; 21 
– Santa Cruz do Escalvado, MG; 22 – Teixeiras, MG; 23 – Águia Branca, ES; 24 – Pancas, ES; 25 – Linhares, ES; 26 – Aracruz, ES; 27 – 
Santa Teresa, ES; 28 – Serra, ES; 29 – Cariacica, ES; 30 – Viana, ES; 31 – Anchieta, ES; 32 – Castelo, ES; 33 – Ibitirama, ES; 34 – São José 
do Calçado, ES; 35 – Presidente Kennedy, ES; 36 – Sumidouro, RJ; 37 – São Luís do Paraitinga, SP; 38 – Ubatuba, SP; 39 – Ilhabela, SP; 40 
– Sete Barras, SP; 41 – Juquiá, SP. Região do Atlântico Sul: 42 – Cananeia, SP. Região do Paraná: 43 – Tapiraí, SP; 44 – Sorocaba, SP; 45 – 





Figura 2: Limites das regiões hidrográficas brasileiras utilizados pela Agência 






Figura 3: Mapa com os limites das regiões hidrográficas baseados nos dados da 
Agência Nacional de Águas (ANA) e com as 108 localidades usadas para a construção 





Figura 4: Árvore filogenética para o gene mitocondrial Cit b. Três clados foram recuperados para Nectomys squamipes com seus 
respectivos nomes. Os nomes abaixo dos clados são das regiões hidrográficas que tiveram amostras alocadas dentro dos clados. Os valores 
acima dos ramos são os de bootstrap para a Máxima Parcimônia (MP) e para Máxima Verossimilhança (MV) respectivamente. Os valores 




Figura 5: Distribuição geográfica dos três clados encontrados nas árvores filogenéticas pelas regiões hidrográficas. Os valores acima 
dos ramos são os de bootstrap para a Máxima Parcimônia (MP) e para Máxima Verossimilhança (MV) respectivamente. Os valores abaixo dos 
ramos são os de probabilidade posterior para a Inferência Bayesiana (IB). (-): Grupo monofilético não recuperado na IB. AS: região hidrográfica 




Figura 6: Rede de haplótipos do Cit b de Nectomys squamipes. As cores representam as regiões hidrográficas, o tamanho dos círculos o 
número de haplótipos compartilhados e o tamanho das linhas a distância entre os haplótipos. O círculo azul dentro do clado do Atlântico 




Figura 7: Rede de haplótipos do D-loop de Nectomys squamipes. As cores representam as regiões hidrográficas, o tamanho dos círculos 
o número de haplótipos compartilhados e o tamanho das linhas a distância entre os haplótipos. O círculo azul dentro do clado do Atlântico 




Figura 8: Gráfico de distribuição mismatch de Nectomys squamipes para os dois marcadores genéticos: Cit b  e D-loop. As linhas 
pontilhadas nos gráficos representam a frequência esperada para populações em expansão populacional, e a linha contínua a frequência 





Figura 9: Árvore com a datação dos eventos de cladogênese baseados nas 
sequências de Cit b. As barras representam o intervalo de confiança (95%) e os 
principais nós de Nectomys estão enumerados de 1 a 10. Os valores exatos dos 
intervalos de confiança e da média dos eventos estão no Anexo 14. 1: Origem de 
Nectomys; 2 – N. apicalis + A. savamis; 3 – Nectomys rattus + Nectomys squamipes; 4 
– Nectomys rattus; 5 – Nectomys squamipes; 6 – Clado Sul; 7 – Clado Atlântico Leste 
+ Clado Atlântico Sudeste; 8 – Clado Atlântico Leste; 9 – Clado Atlântico Sudeste e 10 




Figura 10: Tamanho efetivo da população (Ne) de Nectomys squamipes ao 
longo do tempo com base no Cit b (acima, com intervalo de confiança de 95% em 
azul), comparado ao nível de isótopos estáveis de O18 (Cohen e Gibbard 2011). As 
barras verticais indicam o período do último máximo glacial (LGM) e do último 
interglacial (LIG). No gráfico do nível de isótopos, a linha cinza indica um crescimento 
rápido, correspondente a um crescimento do Ne de N. squamipes. A linha preta indica 
um nível médio estável de isótopos permanece estável até o LGM, mas com grandes 
oscilações. Nesse período há também o período estável do tamanho populacional de 
N. squamipes.  Após o LGM tanto o nível de isótopos quanto o tamanho populacional 





Figura 11: Mapas de adequabilidade ambiental atual (A e B) e no passado (C e 
D) para Nectomys squamipes. (A): Modelo restrito usando só as variáveis climáticas. 
(B): Modelo amplo usando as variáveis climáticas, topográficas e hidrográficas. (C): 
Adequabilidade ambiental para 21 mil anos atrás e (D) para 120-140 mil anos atrás. 





Figura 12: Rotas de fluxo gênico entre populações amostradas de Nectomys squamipes inferidas apartir do mapa de adequabilidade 
ambiental e da distribuição espacial da diversidade genética de sequências do Cit b (A), D-loop (B). Áreas em roxo representam baixa 




Figura 13: Rotas de fluxo gênico entre populações de Nectomys squamipes 
inferidas a partir do mapa de adequabilidade ambiental e da distribuição espacial da 
diversidade genética de sequências  de citocromo b e D-loop, com adição dos 
principais rios das regiões hidrográficas que permitem o contato entre as essas 
regiões. Áreas em roxo representam baixa probabilidade de fluxo gênico e áreas 




Figura 14: Mapa com as conexões hidrográficas mais importantes para Nectomys squamipes. Retângulos representam intervalo de 
confiança da datação para cada clado e para a origem de N. squamipes (Anexo 14). Setas e números indicam as conexões hidrográficas 
usadas por N. squamipes. 1: Conexão Amazônia-Paraguai-Paraná; 2: Rio Iguaçu – Rio Ribeira de Iguape; 3: Rio Tietê – Rio Paraíba do Sul; 4: 
Conexão entre a sub-bacia do Rio Grande e os limites das regiões hidrográficas do São Francisco e do Atlântico Sudeste; 5: Rio Grande – Rio 
Itapemirim – Rio Paraíba do Sul; 6: Rio Grande – Rio Preto – Rio Paraíba do Sul; 7: Conexões pelo litoral durante a redução do nível do mar; 




Figura 15: Mapas de adequabilidade ambiental atual (A), para 21 mil anos atrás 
(B) e para 120-140 mil anos atrás (C) para Nectomys squamipes nas áreas entre o Rio 
de Janeiro e São Paulo. Há a estabilidade de uma área de baixa adequabilidade 
ambiental nessa região. Áreas em azul e roxo indicam baixa adequabilidade enquanto 






Figura 16: Comportamento das populações de N. squamipes durante os 
períodos interglaciais, exemplo do LIG (A) e durante os períodos glaciais do 
Pleistoceno, exemplo do LGM (B). (A): Comportamento das populações de N. 
squamipes durante o período interglacial, uma parte da população foi deslocada para 
o sul; outra no nordeste do Brasil foi reduzida e uma terceira área entre os estado do 
Rio de Janeiro, Espírito Santo e sul da Bahia foi fragmentada. (B): Comportamento das 
populações de N. squamipes durante o período glacial. As setas indicam as rotas da 
Figura 14. Essas rotas foram utilizadas para a expansão populacional nos períodos 





Anexo 1: Lista de amostras examinadas, organizada por espécies e por 
localidades de coletas. AB – Renata Pardini; CIT - Yatyio Yassuda-Yonenaga; CTA – 
Coleção de Tecido Animal da Universidade Federal do Espírito Santo; ISSP – Israel de 
Souza Pinto; LBCE – Cibele Bonvicino; LGA e CVMA – Valéria Fagundes; LPC – 
Leonora P. Costa; MBML – Museu de Biologia Professor Mello Leitão; MCNM – Museu 
de Ciências Naturais PUC-Minas; MP – Marcelo Passamani; MVZ – Museum of 
Vertebrate Zoology (University of California, Berkeley); RM – Raquel Moura; ROD – 
Raisa Rodarte; TAX e FER– Mariana Ferreira Rocha; YL – Yuri Leite. ML, CC, LT e 
LGVI sem coletores especificados. 
 
Amphinectomys savamis: PERU: IQUITOS: San Pedro: EU579480 (Genbank). 
Cerradomys subflavus: BRASIL: MINAS GERAIS: Não Informada: Fazenda 
Canoas: GU126543 (Genbank). 
Euryoryzomys russatus: BRASIL: MINAS GERAIS: Não Informada: Rodovia 
MG–354: MP 834. 
Holochilus sciureus: BOLÍVIA: SANTA CRUZ: Ascension: 6km W: EU579497 
(Genbank). 
Hylaeamys laticeps: BRASIL: BAHIA: Una: Reserva Particular do Patrimônio 
Natural Santa Angélica (-39,07; -15,29): YL 814. 
Nectomys apicalis: NÃO INFORMADA: AY041195 (Genbank). PERU: CUSCO: 
La Convención (-72,83; -12,33): MVZ 166700. 
Nectomys rattus: BRASIL: MATO GROSSO: Aripuanã (-59,3; -9,98): CIT 669. 
Barra do Garças (-52,35; -15,63): CTA 1348, 1366, 1381 e 1440. PIAUÍ: Cristino 
Castro (-44,16; -8,83): CIT 1386 e 1452. RONDÔNIA: Porto Velho (-63,9; -8,76): 
UFRO 583. PERU: LORETO: Maynas (-73,23; -4,30): MVZ 970012. 
Nectomys squamipes: NÃO INFORMADA: CC 04, LG VI 1, LG VI 3, LT 02 e RM 
223. BRASIL: BAHIA: Cairu, Fazenda Subauma (-39,05; -13,50): RM 167. Itamaraju, 
Fazenda Princesa do Pajaú (-39,53; -17,06): RM 212. Itamari, Fazenda São Roque (-
39,61; -13,78): RM 202. Jussari, Serra do Teimoso (-39,48; -15,17): CIT 1574, 1586 e 
1604. Nova Viçosa, Fazenda Elma (-39,56; -17,97): CTA 74 a 81, 90, 91, 93, 756 e 
757. Fazenda João Guarda (-39,57; -17,98): CTA 82. Fazenda Suécia (-40,03; -17,88) 
CTA 83, 84 e 89. Una: ESMAI - Estação Experimental Lemos Maia (-39,08; -15,28): 
CTA 968. Reserva Particular do Patrimônio Natural Santa Angélica (-39,07; -15,29): YL 
784, 788, 792, 793, 794, 806 e 833. Wenceslau Guimarães: Estação Ecológica 
Estadual Nova Esperança (-39,48; -13,68): RM 158. ESPÍRITO SANTO: Águia 
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Branca: Fazenda Lacerda, Águas Claras (-40,75; -18,98): CTA 128, 238 e 239. 
Fazenda do Zequinha Manduca (-40,81; -18,87): CTA 135 e 240. Anchieta: Ubu, 
Samarco (-40,64; -20,80): MBML 2306. Aracruz: Barragem da Fibria (-40,27; -19,82): 
LPC 1347. Cariacica: Reserva Biológica de Duas Bocas (-40,52; -20,28): CTA 388, 
508 a 518. Conceição da Barra: Floresta Nacional do Rio Preto (-39,84; -18,35): LPC 
1278, 1283, 1289, 1291, 1295, 1297 e 1300. Ibitirama: Parque Nacional do Caparaó (-
41,67; -20,54): LGA 1215, 1238 e 1239. Linhares: Reserva da Vale (-40,07; -19,39): 
TAX 07, 17, 18 e 26. Pancas: Córrego São Luís (-40,84; -19,17): ISPP 1, 2, 3, 5, 8 e 9. 
Pinheiros: Reserva Biológica Córrego do Veado (-40,22; -18,42): CVMA 7. 
Presidente Kennedy: Alagados do Itabapoana (-41,03; -21,09): FER 01. Santa 
Teresa: Estação Biológica de Santa Lúcia (-40,54; -19,96): CTA 803, LGA 60, 85, 95, 
96, 140, 151. Valsugana Velha (-40,60; -19,93) MBML 2467, 2468 e 2685. São José 
do Calçado: Sítio Sapucaia, Alegoria (-41,72; -21,04): LPC 1367 e 1375. Airituba (-
41,67; -20,96): LPC 1391 e 1392. São Mateus (-39,85; -18,72): LGA 2521. Serra: 
Clube Capixaba de Golfe, Área de Proteção Ambiental do Mestre Álvaro (-40,18; -
20,07): YL 774. Viana: Pimenta (-40,47; -20,38): CTA 616, 620, 719 a 727. Sítio Bem-
te-vi, Formate (-40,50; -20,35): CTA 729 a 732. Fazenda Boa Baixa (-40,46; -20,39): 
CTA 733 a 735 e 858. Coacas (-40,47; -20,36): CTA 736 e 737. MATO GROSSO DO 
SUL: Maracaju: Fazenda da Mata (-55,17; -21,61): AF181283 (Genbank). MINAS 
GERAIS: Aiuruoca (-44,60; -21,92): MP 318. Barão dos Cocais: Mina de Gongo 
Soco (-43,49; -19,95): MCNM 1425. Barbacena (-43,77; -21,23): MCNM 2458. Catas 
Altas: Área Alegria 2 (-43,40; -20,08) MCNM 1593. Felixlândia (-44,88; -18,73) 
MCNM 2005. Lagoa Santa (-43,89; -19,63) ML 67 e 83. Marliéria: Parque Estadual do 
Rio Doce (-42,65; -19,72): CTA 1119. Nova Lima (-43,84; -20,01) MCNM 1920, 1928 e 
1930. Ouro Preto: Floresta Estadual do Uaimii (-43,48; -20,41): MCNM 1371. Santa 
Bárbara: Parque do Caraça (-43,50; -20,08): CTA 925 e RM 02. Santa Cruz do 
Escalvado: UHE Cadonga (-42,86; -20,22): MCNM 1362. Santana do Riacho: Parque 
Nacional da Serra do Cipó (-43,71; -19,17): MCNM 2045. Santo Antônio do Amparo: 
(-44,92; -20,95): MP 331. São Gonçalo do Rio Preto: Parque Estadual do Rio Preto (-
43,38; -18,15): CTA 928, 930 e 1108. Teixeiras (-42,86; -20,65): MCNM 303 e 304. 
RIO DE JANEIRO: Sumidouro (-42,67; -22,04): LBCE 7781 e 7805. SÃO PAULO: 
Cananéia: Parque Estadual Ilha do Cardoso (-47,96; -25,13): ROD 131, 135, 150, 154, 
297 e GU126522 (Genbank). Ilhabela: Fazenda da Toca, Ilha de São Sebastião (-
45,32; -23,84): ML 47. Juquiá (-47,63; -24,31): CIT 1302. Luiz Antônio (-47,72; -
21,55): CIT 937. São Luís do Paraitinga: Parque Estadual da Serra do Mar (-45,12; -
23,36): ROD 41. Sete Barras: Fazenda Intervales (-48,08; -24,22): CIT 02, 41 e 100. 
Sorocaba: Floresta Nacional de Ipanema (-47,63; -23,43) CTA 1737 a 1739, 1745 a 
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1747, 1751, 1757 e LPC 857. Tapiraí: Sítio D. Ivone (-47,45; -23,85): AB 598. 
Ubatuba: Praia do Félix (-45,08; -23,43): ML 61. PARAGUAI: PARAGUARI: Ybycuí: 
Parque Nacional de Ybycuí (-56,86; -26,07) EU074634 (Genbank). 
Oligoryzomys chacoensis: NÃO INFORMADA: GU185904 (Genbank). 
Oligoryzomys flavescens: BRASIL: SÃO PAULO: Pedreira: JQ013746 
(Genbank). 
Oligoryzomys nigripes: NÃO INFORMADA: GU185870 (Genbank). BRASIL: 
SANTA CATARINA: Jaborá: JQ013778 (Genbank). 
Pseudoryzomys simplex: PARAGUAI: NEEMBUCU: Não Informada: Estancia 
Yacare: EU579517 (Genbank). 






Anexo 2 Perfis de amplificações dos dois marcadores genéticos (Cit b e D-loop) 
através da clonagem in vitro pela reação em cadeia da polimerase (PCR). (A) Volumes 
e concentrações dos reagentes e (B) Temperatura e tempo de cada etapa da 
amplificação em termociclador. Volumes e concentrações dos reagentes para os dois 
marcadores foram os mesmos. Temperatura em graus Celsius (ºC) e tempo em 
minutos (min) ou em segundos (s).  
A 
  
Concentração na PCR Volume na PCR 
Água Ultrapura - 9,05µl 
Tris-HCℓ pH 9,0 KCℓ2 10mM 1,25µl 
MgCℓ2 2mM 0,5µl 
dNTP (cada) 165µM 0,25µl 
Iniciador 5'-3' 0,1mM 0,15µl 
Iniciador 3'-5' 0,1mM 0,15µl 
Taq polimerase 0.05U 0,15µl 
DNA 50ng 1µl 




Desnaturação Ciclos Abertura Anelamento Extensão Extensão Final 
Cit b 94 ºC - 5min 40 94 ºC - 30s 48 ºC - 30s 72 ºC - 45s 72 ºC - 5min 





Anexo 3: Lista das 108 localidades usadas para a construção dos modelos de 
adequabilidade ambiental organizada alfabeticamente por país, 
estado/província/departamento e municípios. As fontes pesquisadas estão com citação 
completa em Literatura Citada. Os museus foram identificados por suas respectivas 
siglas. APN-AR: Administración de Parques Nacionales, Argentina. KUM: University of 
Kansas (Mammalogy). MAMÍFEROS – ES: Banco de dados sobre mamíferos do 
Espírito Santo. MBML-MAMÍFEROS: Museu de Biologia Professor Mello Leitão. MVZ-
BR: Museum of Vertebrate Zoology (University of California, Berkeley). MZUEL-
MAMÍFEROS: Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina. MCNM: 
Museu de Ciências Naturais PUC-Minas. SINBIOTA: Sistema de Informação 
Ambiental do Programa Biota (Fapesp). UFES-CTA: Coleção de Tecido Animal da 
Universidade Federal do Espírito Santo. UFES-MAM: Coleção de Mamíferos da 
Universidade Federal do Espírito Santo. UFMG: Coleção de Mamíferos da 
Universidade Federal de Minas Gerais. ZUEC-MAM: Coleção de Mamíferos do Museu 




Longitude Latitude País Estado Município Fonte Pesquisada 
-54,953 -27,088 Argentina Misiones Cainguás Cirignoli et al. 2011 
-54,169 -26,938 Argentina Misiones Guaraní APN-AR 
-54,440 -25,683 Argentina Misiones Iguazú APN-AR 
-39,033 -13,517 Brasil Bahia Cairu UFMG 
-39,667 -13,850 Brasil Bahia Itamari UFMG 
-41,249 -16,718 Brasil Bahia Joaíma Pereira 2006 
-41,398 -12,548 Brasil Bahia Lençóis Pereira 2006 
-41,383 -12,533 Brasil Bahia Lençóis Pereira e Geise 2009 
-40,007 -17,879 Brasil Bahia Nova Viçosa UFES - MAM 
-39,566 -17,979 Brasil Bahia Nova Viçosa UFES - MAM 
-39,536 -17,975 Brasil Bahia Nova Viçosa UFES - MAM 
-39,383 -15,233 Brasil Bahia Una UFMG 
-39,166 -15,206 Brasil Bahia Una UFMG 
-39,083 -15,283 Brasil Bahia Una UFES - CTA 
-39,717 -13,600 Brasil Bahia Wenceslau Guimarães UFMG 
-40,786 -18,875 Brasil Espírito Santo Águia Branca UFES - MAM 
-40,720 -18,980 Brasil Espírito Santo Águia Branca UFES - MAM 
-40,595 -20,774 Brasil Espírito Santo Anchieta MAMIFEROS-ES 
-40,592 -20,775 Brasil Espírito Santo Anchieta Passamani et al. 2005 
-40,072 -19,840 Brasil Espírito Santo Aracruz UFES - MAM 
-40,511 -20,281 Brasil Espírito Santo Cariacica UFES - MAM 
-41,185 -20,604 Brasil Espírito Santo Castelo MBML-MAMIFEROS 
-39,845 -18,355 Brasil Espírito Santo Conceição da Barra UFES - MAM 
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Anexo 3: Continuação. 
 
  
Longitude Latitude País Estado Município Fonte Pesquisada 
-40,421 -20,600 Brasil Espírito Santo Guarapari Venturini et al. 1996 
-40,382 -19,884 Brasil Espírito Santo Ibiraçu MBML - MAMÍFEROS 
-41,703 -20,497 Brasil Espírito Santo Ibitirama UFES - MAM 
-40,061 -19,149 Brasil Espírito Santo Linhares UFES - MAM 
-40,010 -19,097 Brasil Espírito Santo Linhares MAMÍFEROS - ES 
-39,786 -19,558 Brasil Espírito Santo Linhares UFES - MAM 
-40,846 -19,169 Brasil Espírito Santo Pancas UFES - MAM 
-40,532 -20,114 Brasil Espírito Santo Santa Leopoldina MBML-MAMIFEROS 
-40,571 -19,965 Brasil Espírito Santo Santa Teresa MAMIFEROS-ES 
-40,566 -19,974 Brasil Espírito Santo Santa Teresa Passamani e Ribeiro 2009 
-41,719 -21,043 Brasil Espírito Santo São José do Calçado UFES - MAM 
-41,671 -20,958 Brasil Espírito Santo São José do Calçado UFES - MAM 
-40,233 -20,233 Brasil Espírito Santo Serra UFES - MAM 
-40,494 -20,349 Brasil Espírito Santo Viana UFES - MAM 
-40,465 -20,379 Brasil Espírito Santo Viana UFES - MAM 
-40,461 -20,359 Brasil Espírito Santo Viana UFES - MAM 
-40,439 -20,389 Brasil Espírito Santo Viana UFES - MAM 
-41,186 -19,509 Brasil Minas Gerais Aimorés MCNM 
-44,646 -22,087 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM 
-44,610 -22,031 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM 
-44,606 -22,023 Brasil Minas Gerais Aiuruoca MCNM 
-40,856 -16,060 Brasil Minas Gerais Almenara MCNM 
-43,599 -19,964 Brasil Minas Gerais Barão de Cocais MCNM 
-43,380 -19,850 Brasil Minas Gerais Barão de Cocais MCNM 
-44,567 -22,250 Brasil Minas Gerais Bocaina de Minas Geise et al. 2004 
-42,687 -19,099 Brasil Minas Gerais Braúnas MCNM 
-44,039 -20,102 Brasil Minas Gerais Brumadinho MCNM 
-47,321 -16,208 Brasil Minas Gerais Cabeceira Grande MCNM 
-43,468 -20,159 Brasil Minas Gerais Catas Altas MCNM 
-42,675 -16,775 Brasil Minas Gerais Cristália MCNM 
-43,616 -18,214 Brasil Minas Gerais Diamantina Lessa et al. 2008 
-42,852 -19,085 Brasil Minas Gerais Dores de Guanhães MCNM 
-44,780 -18,874 Brasil Minas Gerais Felixlândia MCNM 
-45,900 -15,383 Brasil Minas Gerais Formoso Carmignotto 2004 
-43,950 -20,250 Brasil Minas Gerais Itabirito MCNM 
-43,431 -19,414 Brasil Minas Gerais Itambé do Mato Dentro Lessa et al. 2008 
-42,650 -19,717 Brasil Minas Gerais Mariléia MVZ - BR 
-40,287 -17,840 Brasil Minas Gerais Nanuque MCNM 
-43,976 -20,126 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM 
-43,973 -20,017 Brasil Minas Gerais Nova Lima Lessa et al. 2008 
-43,959 -20,066 Brasil Minas Gerais Nova Lima Lessa et al. 2008 
-43,879 -20,154 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM 
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Anexo 3: Continuação. 
Longitude Latitude País Estado Município Fonte Pesquisada 
-43,866 -20,238 Brasil Minas Gerais Nova Lima MCNM 
-43,587 -20,249 Brasil Minas Gerais Ouro Preto MCNM 
-43,233 -19,948 Brasil Minas Gerais Rio Piracicaba MCNM 
-43,500 -20,083 Brasil Minas Gerais Santa Bárbara UFES - CTA 
-42,875 -20,219 Brasil Minas Gerais Santa Cruz da Escalvado MCNM 
-40,062 -16,400 Brasil Minas Gerais Santa Maria do Salto MCNM 
-43,631 -19,343 Brasil Minas Gerais Santana do Riacho MCNM 
-44,834 -20,897 Brasil Minas Gerais Santo Antônio do Amparo Rocha et al. 2011 
-43,384 -19,873 Brasil Minas Gerais São Gonçalo do Rio Abaixo MCNM 
-43,367 -19,883 Brasil Minas Gerais São Gonçalo do Rio Abaixo Lessa et al. 2008 
-43,383 -18,150 Brasil Minas Gerais São Gonçalo do Rio Preto UFES - CTA 
-51,250 -23,450 Brasil Paraná Londrina MZUEL - MAMÍFEROS 
-44,378 -22,887 Brasil Rio de Janeiro Angra dos Reis Cunha e Rajão 2007 
-41,441 -21,792 Brasil Rio de Janeiro Campos do Goytacazes Pessôaet al. 2010 
-41,643 -22,267 Brasil Rio de Janeiro Carapebus Pessôaet al. 2010 
-42,288 -22,453 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessôaet al. 2010 
-42,027 -22,438 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessôaet al. 2010 
-42,017 -22,538 Brasil Rio de Janeiro Casemiro de Abreu Pessôaet al. 2010 
-42,006 -22,303 Brasil Rio de Janeiro Macaé Pessôaet al. 2010 
-41,721 -22,288 Brasil Rio de Janeiro Macaé Pessôaet al. 2010 
-43,775 -22,682 Brasil Rio de Janeiro Paracambi MCNM 
-41,403 -22,070 Brasil Rio de Janeiro Quissamã Pessôaet al. 2010 
-41,870 -21,930 Brasil Rio de Janeiro Santa Maria Madalena Modesto et al. 2008 
-42,498 -22,498 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Galliez et al. 2009 
-42,306 -22,537 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Pessôaet al. 2010 
-42,249 -22,579 Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Pires et al. 2011 
-42,681 -22,028 Brasil Rio de Janeiro Sumidouro Bonecker et al. 2009 
-42,873 -22,289 Brasil Rio de Janeiro Teresópolis Vaz et al. 2007 
-53,030 -27,997 Brasil Rio Grande do Sul Nova Boa Vista Peters et al. 2010 
-49,218 -27,022 Brasil Santa Catarina Indaial Barbosa 2012 
-47,967 -25,133 Brasil São Paulo Cananéia UFES - MAM 
-46,968 -23,747 Brasil São Paulo Cotia Umetsú et al. 2006 
-46,945 -23,715 Brasil São Paulo Cotia SINBIOTA 
-47,093 -23,715 Brasil São Paulo Ibiúna SINBIOTA 
-45,900 -23,650 Brasil São Paulo Salesópolis MVZ - BR 
-47,617 -21,617 Brasil São Paulo Santa Rita do Passa Quatro Lyra Jorge et al. 2001 
-45,125 -23,358 Brasil São Paulo São Luís do Paraitinga UFES - MAM 
-48,214 -24,225 Brasil São Paulo Sete Barras ZUEC - MAM 
-47,976 -24,134 Brasil São Paulo Sete Barras Vieira 1999 
-47,628 -23,435 Brasil São Paulo Sorocaba UFES - CTA 
-44,832 -23,366 Brasil São Paulo Ubatuba Pinheiro e Geise 2008 
-44,829 -23,363 Brasil São Paulo Ubatuba Pinheiro e Geise 2008 
-55,510 -26,350 Paraguai Caazapá Tabaí KUM 
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Anexo 4: Variáveis climáticas, topográficas e hidrográficas utilizadas para a 
construção dos mapas de adequabilidade com seus respectivos códigos. 
 
Código Variável 
Bio 1 Temperatura anual média 
Bio 2 Variação diurna média de temperatura (média mensal (temperatura 
máxima - temperatura mínima)) 
Bio 3 Isotermalidade (Bio 2/Bio 7) (*100) 
Bio 4 Sazonalidade da temperatura (Desvio-padrão*100) 
Bio 5 Temperatura máxima do mês mais quente 
Bio 6 Temperatura mínima do mês mais frio 
Bio 7 Variação anual da temperatura (Bio 5 - Bio 6) 
Bio 8 Temperatura média do trimestre mais úmido 
Bio 9 Temperatura média do trimestre mais seco 
Bio 10 Temperatura média do trimestre mais quente 
Bio 11 Temperatura média do trimestre mais frio 
Bio 12 Precipitação anual 
Bio 13 Precipitação do mês mais úmido 
Bio 14 Precipitação do mês mais seco 
Bio 15 Sazonalidade da precipitação (coeficiente de variação) 
Bio 16 Precipitação do trimestre mais úmido 
Bio 17 Precipitação do trimestre mais seco 
Bio 18 Precipitação do trimestre mais quente 
Bio 19 Precipitação do trimestre mais frio 
alt Altitude 
aspect Direção para onde a face do terreno está voltada 
dem Elevação do terreno 
flowacc Acumulação do fluxo de água no terreno 
flowdir Direção do fluxo de água no terreno 
slope Declividade do terreno 





Anexo 5: Árvorede Máxima Parcimônia (MP) dos haplótipos de Cit b. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou o número da 





Anexo 6: Árvore de Máxima Parcimônia (MP) dos haplótipos de D-loop. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou da amostra e 
as localidades de ocorrências dos mesmos. Os valores dos ramos são de bootstrap e para verificar as localidades utilize o mapa da Figura 1. 





Anexo 7: Árvore de Máxima Parcimônia (MP) dos dados concatenados. Nos táxons terminais há o número da amostra e as localidades 










Anexo 8: Filograma de Máxima Verossimilhança (MV) dos haplótipos de Cit b. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou o 
número da amostra e as localidades de ocorrências dos mesmos. Os valores dos ramos são de bootstrap e para verificar as localidades utilize 




Anexo 9: Filograma de Máxima Verossimilhança (MV) dos haplótipos de D-loop. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou da 
amostra e as localidades de ocorrências dos mesmos. Os valores dos ramos são de bootstrap e para verificar as localidades utilize o mapa da 




Anexo 10: Árvore de Máxima Verossimilhança (MV) dos dados concatenados. Nos táxons terminais há o número da amostra e as 










Anexo 11: Filograma de Inferência Bayesiana (IB) dos haplótipos de Cit b. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou o número 
da amostra e as localidades de ocorrências dos mesmos. Os valores dos ramos são de probabilidade posterior e para verificar as localidades 




Anexo 12: Filograma de Inferência Bayesiana (IB) dos haplótipos de D-loop. Nos táxons terminais há o número do haplótipo ou da 
amostra e as localidades de ocorrências dos mesmos. Os valores dos ramos são de probabilidade posterior e para verificar as localidades 




Anexo 13: Árvore de Inferência Bayesiana (IB) dos dados concatenados. Nos táxons terminais há o número da amostra e as localidades 





Anexo 13: Continuação. 
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Anexo 14: Datas em milhões de anos dos principais eventos de cladogênese 
dentro do gênero Nectomys. Os nós foram enumerados de 1 a 10 e estão 
representados na Figura 9. 
 
Nó Cladogênese Mediana 
Intervalo de Confiança (95%) 
Superior Inferior 
1 Origem de Nectomys 0,711 0,168 1,700 
2 N. apicalis + A. savamis 0,593 0,168 1,309 
3 Nectomys rattus + Nectomys squamipes 0,597 0,161 1,295 
4 Origem de Nectomys rattus 0,415 0,089 0,944 
5 Origem de Nectomys squamipes 0,545 0,160 1,160 
6 Clado Sul 0,370 0,092 0,831 
7 Clado Atlântico Leste + Clado Atlântico Sudeste 0,510 0,151 1,082 
8 Clado Atlântico Leste 0,341 0,082 0,782 
9 Clado Atlântico Sudeste 0,432 0,126 0,935 





Anexo 15: Autovalores adquiridos a partir da PCA para a escolha das variáveis 
não correlacionadas a serem utilizadas na construção dos dois modelos. Os 
componentes em negrito apresentaram variação superior a 1% e por isso foram 
utilizadas para escolha das variáveis. Modelo restrito (variáveis climáticas) e modelo 
amplo (Variáveis climáticas + topográficas + hidrográficas). 
 
 
Modelo Restrito   Modelo Amplo 
Componentes Autovalores % Variância   Autovalores % Variância 
1 269996 65,98 
 
7895320000000 98,76 
2 95420 23,32 
 
444560 0,56 
3 38811 9,48 
 
229467 0,29 
4 2397 0,59 
 
123610 0,15 
5 1531 0,37 
 
83070 0,10 
6 393422 0,10 
 
63431 0,08 
7 340747 0,08 
 
19437 0,02 
8 148063 0,04 
 
15353 0,02 
9 82883 0,02 
 
6343 0,01 
10 364563 0,01 
 
1928 0,00 
11 16849 0,00 
 
1150 0,00 
12 752405 0,00 
 
365563 0,00 
13 603602 0,00 
 
331 0,00 
14 516355 0,00 
 
164832 0,00 
15 442747 0,00 
 
120937 0,00 
16 0,37 0,91 
 
564359 0,71 
17 0,22 0,55 
 
300831 0,38 
18 0,10 0,23 
 
15852 0,20 
19 0,00 0,00 
 
727713 0,09 
20 - - 
 
541572 0,07 
21 - - 
 
413642 0,05 
22 - - 
 
370521 0,05 
23 - - 
 
0,32 0,00 
24 - - 
 
0,23 0,00 
25 - - 
 
0,08 0,00 





Anexo 16: Contribuição de cada variável para cada eixo dos componentes da 
PCA. Para o modelo restrito três componentes tinham autovalor superior a 1% e para 
o modelo amplo apenas um autovalor era superior a 1% (Anexo 15). Os três maiores 
módulos de cada componente foram escolhidos para o teste de mantel e estão em 
negrito na tabela. Modelo restrito (variáveis climáticas) e modelo amplo (Variáveis 







Componente 1 Componente 2 Componente 3 
  
Componente 1 
Bio 1 -0,0287 -0,0286 0,0491 
 
-0,0006 
Bio 2 0,0137 0,0015 -0,0592 
 
0,0003 
Bio 3 -0,0054 0,0034 -0,0074 
 
-0,0768 
Bio 4 0,8950 -0,4313 -0,0761 
 
0,0146 
Bio 5 -0,0121 -0,0398 0,0317 
 
-0,0003 
Bio 6 -0,0495 -0,0317 0,1017 
 
-0,0009 
Bio 7 0,0373 -0,0081 -0,0700 
 
0,0006 
Bio 8 -0,0243 -0,0215 0,0279 
 
-0,0006 
Bio 9 -0,0385 -0,0253 0,0661 
 
-0,0007 
Bio 10 -0,0177 -0,0357 0,0529 
 
-0,0004 
Bio 11 -0,0400 -0,0249 0,0534 
 
-0,0008 
Bio 12 0,3702 0,7062 0,3667 
 
0,0070 
Bio 13 0,0412 0,1397 -0,1953 
 
0,0009 
Bio 14 0,0183 0,0023 0,1391 
 
0,0002 
Bio 15 -0,0037 0,0182 -0,1052 
 
0,0094 
Bio 16 0,1176 0,3864 -0,4466 
 
0,0025 
Bio 17 0,0566 0,0082 0,4615 
 
0,0007 
Bio 18 0,1766 0,3725 -0,2631 
 
0,0040 
Bio 19 0,0509 0,0283 0,5259 
 
0,0004 
alt - - - 
 
0,0056 
aspect - - - 
 
0,9998 
dem - - - 
 
0,0063 
flowacc - - - 
 
-0,0033 
flowdir - - - 
 
-0,0005 
slope - - - 
 
0,0046 





Anexo 17: Teste de Mantel para as sete variáveis selecionadas pelo PCA, com 
seus respectivos p-valores e índices de correlação (r). Todos os valores foram 
significativos. Modelo restrito (variáveis climáticas) e modelo amplo (Variáveis 
climáticas + topográficas + hidrográficas). 
 
Código Variáveis 
Modelo Restrito   Modelo Amplo 
r p-valor   r p-valor 
Bio 4 Sazonalidade da temperatura 0,903 >0,001 
 
0,906 >0,001 
Bio 12 Precipitação anual 0,252 0,001 
 
0,253 0,001 
Bio 16 Precipitação do trimestre mais úmido 0,090 0,012 
 
- - 
Bio 17 Precipitação do trimestre mais seco 0,506 >0,001 
 
- - 
Bio 18 Precipitação do trimestre mais quente 0,111 0,024 
 
- - 
Bio 19 Precipitação do trimestre mais frio 0,521 >0,001 
 
- - 





Anexo 18: Contribuição de cada variável para a construção dos modelos e a importância das variáveis na permutação dos modelos. 
Modelo restrito (variáveis climáticas) e modelo amplo (Variáveis climáticas + topográficas + hidrográficas). 
 
  
Variável Contribuição (%) Importância na Permutação (%) 
Modelo 
Restrito 
Sazonalidade da temperatura 27,8 18,4 
Precipitação do trimestre mais seco 20,9 32,3 
Precipitação do trimestre mais úmido 20,1 8,9 
Precipitação anual 14,9 2,6 
Precipitação do trimestre mais quente 8,8 5 
Precipitação do trimestre mais frio 7,5 32,8 
Modelo 
Amplo 
Sazonalidade da temperatura 48,2 46,2 
Precipitação anual 39,3 45,3 





Anexo 19: Matriz de confusão para os dois modelos de adequabilidade 
ambiental para Nectomys squamipes. Modelo restrito (variáveis climáticas) e modelo 
amplo (Variáveis climáticas + topográficas + hidrográficas). 
 
    
Presença Real Ausência Real 
Modelo 
Restrito 
Presença Prevista 107 194 
Ausência Prevista 1 886 
 
   
Modelo 
Amplo 
Presença Prevista 108 229 




Anexo 20: Medidas quantitativas derivadas da matriz de confusão para os dois 
modelos de adequabilidade ambiental de Nectomys squamipes. Modelo restrito 
(variáveis climáticas) e modelo amplo (Variáveis climáticas + topográficas + 
hidrográficas). 
 
Medidas Modelo Restrito 
Modelo 
Amplo 
Sensibilidade 0,991 1,000 
Especificidade 0,820 0,788 
Acurácia 0,836 0,807 
TSS 0,811 0,788 
Teste Binomial (p-valor) <0,01 <0,01 
Erro de Sobrevisão 0,180 0,212 
Erro de Omissão 0,009 0,000 
Taxa de Acerto 0,836 0,807 






Anexo 21: Mapas de conectividade populacional mostrando as rotas de fluxo gênico do Cit b entre as localidades amostradas de 
Nectomys squamipes. (A) rotas entre localidades que compartilham haplótipos. (B) rotas entre localidades que possuem um passo mutacional 
de distância. (C) rotas entre localidades que possuem dois passos mutacionais de distância. Áreas em roxo representam baixa probabilidade 






Anexo 22: Mapas de conectividade populacional mostrando as rotas de fluxo gênico do D-loop entre as localidades amostradas de 
Nectomys squamipes. (A) rotas entre localidades que compartilham haplótipos. (B) rotas entre localidades que possuem um passo mutacional 
de distância. (C) rotas entre localidades que possuem dois passos mutacionais de distância. Áreas em roxo representam baixa probabilidade 
de fluxo gênico e áreas verdes representam alta probabilidade. 
 
